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RESUMEN 
 
 El factor de transcripción DBP1 de Nicotiana tabacum, es el primer miembro de una 
nueva familia de reguladores transcripcionales que poseen, además de capacidad de unión al 
ADN, actividad proteín-fosfatasa de tipo 2C. En este trabajo hemos abordado la caracterización 
funcional del factor regulador DBP1, determinando que su capacidad de unión al ADN reside 
en el motivo DNC, el cual se localiza en la región N-terminal de la proteína y está conservado 
entre las proteínas DBP de diferentes plantas mono y dicotiledóneas. Así mismo hemos llevado 
a cabo una búsqueda de factores proteicos que interaccionan con DBP1. Así, la isoforma G de 
la proteína 14-3-3 se presenta como el primer interactor de DBP1, comprometiendo en dicha 
interacción una zona del dominio N-terminal adyacente al motivo DNC. Mediante expresión 
transitoria en N. benthamiana hemos podido comprobar que la isoforma G de la 14-3-3 es 
capaz de promover la exclusión nuclear de DBP1, modificando la distribución núcleo-
citoplasma que presenta en condiciones basales y participando así de manera indirecta en la 
regulación de genes diana de DBP1 como CEVI1.  
 
 De los cuatro homólogos estructurales de DBP1 identificados en A. thaliana, AtDBP1 
es el representante estructuralmente más semejante a DBP1 de tabaco. AtDBP1 mantiene la 
capacidad de unirse al ADN así como la actividad fosfatasa 2C característica de esta familia, y 
es capaz de interaccionar a través de su región N-terminal con la proteína GRF6, homóloga a 
la 14-3-3 G de tabaco. Con el objetivo de identificar dianas de AtDBP1 tanto a nivel 
transcripcional como post-transcripcional para así averiguar los procesos biológicos en los que 
están implicados estos factores, se ha realizado un análisis proteómico comparativo entre 
plantas Col-0 y mutantes atdbp1 que ha puesto de manifiesto una baja acumulación de una de 
las isoformas del factor de inicio de la traducción 4E, eIF(iso)4E, en el mutante atdbp1. El 
menor nivel de acumulación de la proteína eIF(iso)E en la línea mutante atdbp1 parece 
obedecer a un control post-traduccional de AtDBP1 sobre eIF(iso)4E. Esta hipótesis aparece 
reforzada por la existencia de una interacción directa entre ambas proteínas, que sugiere que 
eIF(iso)4E podría ser sustrato de la actividad fosfatasa de AtDBP1.  
 
 Los factores eIF(iso)4E y eIF4E juegan un papel esencial en el ciclo vital de los 
potyvirus. La menor acumulación del factor eIF(iso)4E en el mutante atdbp1 se traduce en un 
retraso en la acumulación y movimiento del potyvirus Plum pox virus (PPV) respecto a las 
plantas silvestres. Así, la pérdida de función de AtDBP1 parece desencadenar una resistencia 
parcial a varios miembros de la familia de los potyvirus. Por otra parte, hemos comprobado que 
la infección vírica promueve una mayor estabilización del factor eIF(iso)4E. Además, tras la 
aplicación del inhibidor del proteosoma MG-132, observamos una mayor acumulación de 
eIF(iso)4E en plantas atdbp1, lo que sugiere que la forma fosforilada de este factor es más 
susceptible a la degradación vía proteosoma. De este modo, la capacidad de desfosforilación 
de AtDBP1 parece contribuir a la estabilización de eIF(iso)4E. Los resultados obtenidos hasta 
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el momento nos han permitido asignar un significado biológico a la actividad fosfatasa de 
AtDBP1, así como presentar a dicha fosfatasa como un nuevo componente de la resistencia 
recesiva frente a virus. 
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RESUM 
 
El factor de transcripció DBP1 de Nicotiana tabacum, és el primer membre d’una nova 
família de reguladors transcripcionals que posseixen, a més de capacitat d’ unió al ADN,  la 
funció de proteín-fosfatasa del tipus 2C. En aquest treball hem abordat la caracterització 
funcional del factor regulador DBP1, determinant que la seua capacitat d’unió al ADN resideix al 
motiu DNC, el qual es localitza en la regió N-terminal de la proteïna i está conservat en els 
factors DBP de diferents plantes mono i dicotiledónees. Així mateix, hem dut a terme una 
recerca de factors proteics que interaccionen amb DBP1. Així, la isoforma G de la  proteïna 14-
3-3 es presenta com el primer interactor de DBP1, comprometent en aquesta interacció una 
zona del domini N-terminal adjacent al motiu DNC. Mitjançant l’expressió transitòria en N. 
benthamiana hem pogut comprovar que la isoforma G de la 14-3-3 és capaç de promoure  
l’exclusió nuclear de DBP1, modificant la distribució nucli-citoplasma que presenta en 
condicions basals i participant de manera indirecta en la regulació de gens diana de DBP1 com 
CEVI1.  
Dels quatre homòlegs estructurals de DBP1 identificats en A. thaliana, AtDBP1 és el 
representant estructuralment més semblant a DBP1 de tabac. AtDBP1 manté la capacitat 
d’unirse al ADN així com l’actividad fosfatasa 2C característica d’aquesta família, i és capaç  
d’interaccionar a través de la seua regió N-terminal amb la proteïna GRF6, homòloga a la 14-3-
3 G de tabac. Amb l’objectiu d’ identificar dianes d’ AtDBP1 tant a nivell transcripcional com 
post-transcripcional per a esbrinar els processos biològics en els que estàn implicats aquests 
factors, s’ha realizat un anàlisi proteòmic comparatiu entre plantes Col-0 i mutants atdbp1 que 
ha posat de manifiest una baixa acumulació d’una de les isoformes del factor d’inici de la 
traducció 4E, eIF(iso)4E, en el mutant atdbp1. El menor nivell d’ acumulació de la proteïna 
eIF(iso)E en la línea mutant atdbp1 pareix obeir a un control post-traduccional d’AtDBP1 sobre 
eIF(iso)4E. Aquesta hipòtesi apareix reforçada per l’existència d’una interacció directa entre les 
dues proteínes, que sugereix que eIF(iso)4E podría  ser  sustrat  de  l’ activitat  fosfatasa             
d’  AtDBP1.  
Els factors eIF(iso)4E i eIF4E juguen un paper essencial en el cicle vital dels potyvirus. La 
menor acumulació del factor eIF(iso)4E en el mutant atdbp1 es tradueix en un retràs en  
l’acumulació i moviment del potyvirus Plum pox virus (PPV) respecte a les plantes silvestres. 
Així, la pèrdua de funció d’ AtDBP1 pareix desencadenar una resistència parcial a diferents 
membres de la família dels potyvirus. Per altra banda, hem comprovat que la infecció vírica 
promou una major estabilització del factor eIF(iso)4E. A més, després de  l’ aplicació de l’ 
inhibidor del proteosoma MG-132, observem una major acumulació d’ eIF(iso)4E en plantes 
atdbp1, lo que sugereix que la forma fosforilada d’ aquest factor és més susceptible a la 
degradació vía proteosoma. D’ aquesta manera, la capacitat de desfosforilació d’ AtDBP1 
pareix contribuir a la estabilizació d’eIF(iso)4E. Els resultats obtinguts fins ara ens han permet 
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assignar un significat biològic a l’ activitat fosfatasa d’AtDBP1, així com presentar a dita 
fosfatasa com un nou component de la resistència recessiva front a virus. 
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SUMMARY 
 
Nicotiana tabacum transcription factor DBP1 is the first representative of a novel family 
of transcriptional regulators that, besides exhibiting sequence-specific DNA-binding, also 
possess protein phosphatase activity of the 2C type. In this work we have accomplished the 
functional characterization of DBP1. DNA-binding ability resides in the N-terminal region and 
involves a highly conserved domain that we have designated DNC motif. Using the yeast two-
hybrid system we have identified 14-3-3 isoform G as the first interactor of a DBP factor. The 
interaction site lies in the N-terminal region, close to the DNC motif. By means of transient 
expression assays in Nicotiana benthamiana we have shown that expression of 14-3-3 G 
promotes DBP1 nuclear exclusion, and that the modulation of DBP1 nucleo-cytoplasmic 
shuttling mediated by 14-3-3 G is actually involved in the regulation of the expression of DBP1 
target genes like CEVI1. 
 AtDBP1 is the closest structural homologue in the model species Arabidopsis thaliana 
among the four we have identified. AtDBP1 also binds DNA with the same sequence specificity 
as DBP1 and shows protein phosphatase activity in vitro. Moreover, it is able to interact with 
GRF6, a 14-3-3 G homologue, through the N-terminal region. With the aim of identifying both 
transcriptional and possible post-transcriptional AtDBP1 targets we performed a comparative 
proteomic analysis between wild-type Col-0 and atdbp1 loss-of-function mutant plants that 
resulted in the detection of lower accumulation levels in the atdbp1 mutant of a plant specific 
isoform of the translation intiation factor eIF4E named eIF(iso)4E. The reduction in the amount 
of eIF(iso)4E protein seems to obey to a post-trascriptional mechanism, and very likely occurrs 
post-translationally since we have demonstrated a direct protein-protein interaction between 
AtDBP1 and eIF(iso)4E that suggests that the latter could be a substrate of AtDBP1 protein 
phosphatase activity. 
 eIF(iso)4E and eIF4E play a key role in the life cycle of potyvirus. The lower protein 
level of eIF(iso)4E in the atdbp1 mutant hampers progression of the infection by the potyvirus 
PPV (Plum Pox Virus), resulting in a significant delay in viral accumulation and movement. 
Therefore, loss of AtDBP1 function leads to partial resistance against potyvirus. We have also 
shown that viral infection promotes stabilization of eIF(iso)4E protein, and that application of the 
proteosome inhibitor MG-132 results in an increased accumulation of eIF(iso)4E in atdbp1 
mutant plants, suggesting that the phosphorylated form of eIF(iso)4E is more susceptible to 
degradation via proteasome and that AtDBP1-mediated dephosphorylation might contribute to 
stabilization of eIF(iso)4E. These results assign a biological role to the protein phosphatase 
activity of AtDBP1 and point to this regulatory factor as a novel component of recessive 
resistance mechanisms against potyvirus. 
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INTRODUCCIÓN 
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 INTRODUCCIÓN 
 
Desde el comienzo de la civilización, las enfermedades de las plantas han 
desencadenado pérdidas importantes en muchos cultivos agrícolas. Una reducción del suelo 
asequible para la agricultura y el aumento demográfico han provocado el desarrollo de 
estrategias para proteger los cultivos y así mejorar la producción agrícola. Aunque los 
pesticidas han controlado satisfactoriamente algunas enfermedades, su uso creciente y 
continuado podría tener consecuencias perjudiciales para la salud y el medio ambiente. A su 
vez, el uso de variedades de cultivos de alto rendimiento también podría mejorar la 
productividad pero éstas serían más susceptibles a epidemias devastadoras por su uniformidad 
genética. Así, la aplicación de los mecanismos de defensa de la propia planta y el 
entendimiento de los procesos que subyacen a la enfermedad podrían conducirnos a una 
protección más eficiente contra los patógenos de las especies vegetales. 
 
1- Interacción planta-patógeno 
 
Las plantas son hospedadoras de muchas enfermedades infecciosas causadas por un 
amplio conjunto de patógenos, como bacterias, virus, hongos y nemátodos. Solo una 
proporción relativamente pequeña de estos agentes invade satisfactoriamente la planta 
hospedadora causando así la enfermedad. Es por ello que en el mundo vegetal la enfermedad 
constituye una excepción, y ello se debe a los múltiples mecanismos de defensa que las 
plantas poseen frente a estos patógenos. Algunos de estos mecanismos son constitutivos, 
estando establecidos en la planta antes de la llegada del patógeno; la pared celular o la 
cutícula son algunos ejemplos de barreras defensivas que forman parte de estos mecanismos, 
dificultando así la entrada de diferentes agentes invasores (Mauch-Mani & Slusarenko, 1993; 
Hückelhoven, 2007). Otros mecanismos de defensa en la planta se inducen tras la percepción 
del patógeno y proporcionan protección no sólo en el sitio de infección sino también 
sistémicamente a lo largo de toda la planta (Shah et al., 1999). Esta respuesta inducible consta 
de dos niveles: el primero lo integran receptores específicos transmembrana que reconocen 
patrones moleculares asociados a microbios (MAMP, del inglés Microbe-associated molecular 
pattern, o también llamados PAMP, del inglés Pathogen-associated molecular pattern) (Jones & 
Dangl, 2006; Zipfel, 2008). Los MAMPs derivan de componentes conservados evolutivamente 
que resultan esenciales para el microbio, y su detección conlleva, a través de rutas específicas 
de señalización, la activación de los mecanismos de defensa de la planta. Estos mecanismos 
incluyen modificación de la pared celular, síntesis de especies reactivas de oxígeno y 
compuestos antimicrobianos y la inducción de un gran número de genes (Chisholm et al., 
2006). En ocasiones los patógenos producen efectores específicos con objeto de evitar el 
reconocimiento de MAMPs por parte de este primer nivel de defensa de la planta (He et al., 
2007). Sin embargo, un segundo nivel de protección, integrado por los genes de resistencia o 
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genes R, permite reconocer los efectores producidos por el patógeno y activar de modo similar 
la respuesta defensiva. 
 
1.1- Señalización dependiente de los genes R 
 
     Los genes de resistencia (R) codifican productos capaces de responder a señales 
patogénicas, representadas por productos de genes de avirulencia (Avr), que culminan en 
respuestas de resistencia en la planta (Staskawicz et al., 1995; Rathjen & Moffett, 2003; Bent & 
Mackey, 2007). Para describir las interacciones entre las proteínas R y las Avr, inicialmente fue 
propuesto por Flor (1971) el modelo “gen a gen”. Según este modelo, cuando se produce el 
reconocimiento específico entre los productos de los genes de resistencia R y los resultantes 
de la expresión de los genes de avirulencia Avr se activa una cascada de señalización que 
finalmente dará lugar a un colapso o muerte celular de aquellas células y tejidos situados en el 
sitio de inoculación, impidiéndose de este modo la propagación del agente infeccioso. Este 
mecanismo se manifiesta en forma de lesiones necróticas y se conoce como respuesta 
hipersensible o HR (Agrios, 2005; Mur et al., 2008). Por tanto, cuando se establece un 
reconocimiento específico “gen a gen” entre ambas proteínas, la enfermedad no tiene lugar, 
siendo la planta resistente y el patógeno avirulento. Esto se conoce como una interacción 
planta-patógeno incompatible, que se caracteriza por el establecimiento de una infección 
patogénica inicial que no logra progresar debido a que la planta reacciona restringiendo la 
dispersión del patógeno. En el caso de que no se produzca interacción entre un alelo R y un 
Avr, se desencadena una interacción compatible, en la que el patógeno puede multiplicarse y 
progresar sistémicamente, invadiendo otros tejidos y provocando así la enfermedad. En este 
escenario, la planta será susceptible y el patógeno virulento (Keen, 1990; van Kan et al., 1992; 
Király et al., 2007). Por tanto podemos decir que los genes R codifican productos que 
presentan dos funciones, actúan como sensores de los correspondientes factores Avr e inician 
cascadas de señalización para la expresión de genes relacionados con defensa. 
Van der Biezen & Jones propusieron un modelo más sofisticado para las interacciones R-Avr. 
La “hipótesis del guardián” postula que las proteínas R (guardián) están constitutivamente 
asociadas con proteínas celulares del hospedador que son requeridas por el patógeno para la 
infección. Durante la infección, el patógeno causa modificaciones en dichas proteínas del 
hospedador que son detectadas por las proteínas “guardián” para iniciar una cascada de 
señalización que culmina en una respuesta de resistencia (Van der Biezen & Jones, 1998; Van 
der Hoorn, 2002). Las proteínas RPS2 y RPS5 de Arabidopsis thaliana representan un claro 
ejemplo de esta hipótesis. Estas proteínas R reconocen indirectamente a los efectores AvrRpt2 
y HopAR1 de P. syringae, que tienen como dianas componentes importantes en la señalización 
defensiva como son RIN4 y PBS1. La degradación de  RIN4 y PBS1 inducida por el patógeno 
es detectada por los guardianes RPS2 y RPS5, desencadenándose así una respuesta 
defensiva en la planta (Ade et al., 2007; Axtell & Staskawicz, 2003; Day et al., 2005; Mackey et 
al., 2003). En los sistemas virales el par HRT-TCV da soporte a dicha hipótesis, siendo la 
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proteína de cubierta del Turnip crinkle virus (TCV) el determinante de avirulencia que 
desencadenará la resistencia mediada por el gen HRT al interaccionar con un factor de 
transcripción TIP (TCV-interacting protein) del hospedador (Ren et al., 2000).  
Según este modelo, una misma proteína R podría reconocer la presencia de múltiples 
proteínas Avr a través de una única o varias proteínas del hospedador. Esto podría explicar la 
escasa presencia de genes R en el genoma de A.thaliana (Meyers et al., 2003) y la divergencia 
funcional de proteínas R estructuralmente similares.  
 
La clonación de numerosos genes de resistencia procedentes de diversas especies 
vegetales ha revelado la existencia de un número limitado de motivos estructurales, lo que 
sugiere que tanto el reconocimiento específico del patógeno por las proteínas R como los 
procesos subsiguientes podrían estar mecanísticamente conservados. Las características 
estructurales mayoritariamente representadas en los productos de los genes R incluyen 
repeticiones ricas en leucina (LRR) de longitud variable en su dominio C-terminal y un sitio de 
unión a nucleótidos (NBS) localizado en la región central (Hammond-Kosac & Parker, 2003; 
McHale et al., 2006). Se  cree que el dominio LRR estaría involucrado en interacciones 
proteína-proteína mientras que el dominio NBS estaría más directamente relacionado con 
señalización. 
 
El conocimiento de los mecanismos que subyacen a la regulación de la respuesta 
defensiva de la planta ha permitido el diseño de nuevas estrategias encaminadas a la 
obtención de variedades resistentes, promoviendo la activación de la señalización defensiva 
mediante el empleo de genes R o genes reguladores (Campbell et al., 2002; Collinge et al., 
2008). Los efectos deletéreos que la expresión constitutiva de este tipo de genes suele tener 
para la planta podrían evitarse utilizando promotores selectivos que limiten la expresión del 
transgén (Gurr & Rushton, 2005). 
 
1.2- Respuestas defensivas locales 
 
Tras el reconocimiento del patógeno, la planta es capaz de responder ante dicho 
agente activando una cascada de señalización que finalmente dará lugar al colapso o muerte 
de aquellas células y tejidos situados en el sitio de infección. Este mecanismo se conoce como 
respuesta hipersensible o HR. Esta reacción local, mediante una muerte celular programada en 
el sitio de la infección, permite limitar el movimiento del patógeno a corta y larga distancia 
(Staskawicz et al., 1995; Heath, 2000; Shirasu & Schulze-Lefert, 2003).  
Las respuestas más tempranas del hospedador incluyen cambios en el flujo de iones, 
activación de vías de señalización protagonizadas especialmente por protein quinasas, 
alteración de perfiles transcripcionales, generación de especies reactivas del oxígeno (ROS) y 
producción de óxido nítrico (NO). Estos cambios inmediatos son posteriormente seguidos por 
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una alteración de actividades celulares que desembocarán en una muerte celular programada 
de las células infectadas (respuesta HR). 
 
Se ha propuesto que los cambios en el flujo de iones activan cascadas de proteín-
quinasas que son importantes para la transducción de señales durante la defensa (Nakagami 
et al., 2005; Pedley & Martin, 2005). Se ha descrito la activación en defensa de una proteín-
quinasa inducida por herida (WIPK) y otra inducida por salicílico, una de las moléculas 
señalizadoras clásicas de defensa (SIPK) (Zhang & Klessig, 2001), las cuales a su vez inducen 
la expresión de genes relacionados con defensa, como varios factores de transcripción de la 
familia específica de plantas WRKY y factores de transcripción tipo MYB (Kim & Zhang, 2004). 
Existen numerosas evidencias que indican que tanto las proteín-quinasas como las proteín-
fosfatasas desempeñan un papel esencial, no sólo en los primeros instantes del 
reconocimiento entre el huésped y el patógeno, sino también en los eventos posteriores que 
tienen lugar durante la cascada de señalización, los cuales conducirán a la activación de la 
respuesta defensiva de la planta (Yang et al., 1997). El aislamiento y caracterización del gen 
Pto de tomate, el cual codifica una serín-treonín quinasa (Martin et al., 1993; Martin, 1999), y 
de Xa21 de arroz, que codifica un receptor transmembrana rico en leucina y con un dominio 
quinasa (Song et al., 1995), así como los experimentos farmacológicos realizados con 
inhibidores de la fosforilación de proteínas, también avalan el papel que juegan estas 
modificaciones covalentes post-traduccionales en la activación de los mecanismos de 
respuesta temprana (Ligterink et al., 1997; Scheel, 1998; Zhang & Klessig, 1998; Romeis et al., 
1999). 
 
El reconocimiento de un patógeno potencial da lugar asimismo a una alteración del 
metabolismo que conlleva la sobreproducción y acumulación de especies reactivas de oxígeno 
(ROS) (Shetty et al., 2008). Las ROS son consideradas como moléculas señalizadoras de la 
respuesta defensiva de las plantas ante el ataque de patógenos (Torres et al., 2006). A dicho 
fenómeno se le conoce con el nombre de explosión oxidativa (oxidative burst) (Tenhaken et al., 
1995; Doke et al., 1996; Lamb & Dixon, 1997; Xing et al., 1997) y se inicia con la activación del 
complejo NADPH oxidasa, que genera la aparición transitoria de especies reactivas de oxígeno 
tales como el radical superóxido (O2-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2). La explosión oxidativa 
acontece en dos fases dependiendo del tipo de interacción patogénica. De este modo, se 
produce una primera acumulación de ROS de menor magnitud, que ocurre a los pocos 
minutos, y de manera independiente del tipo de interacción, ya sea ésta compatible o 
incompatible, no afectando a la viabilidad celular. Una segunda explosión oxidativa de mayor 
magnitud acontece sólo en las interacciones incompatibles tras varias horas de la infección 
patogénica, siendo crítica para el establecimiento de la resistencia y la activación de una 
respuesta hipersensible.  
El incremento en los niveles de acumulación de ROS parece estar asociado a varios de los 
procesos que acompañan a la respuesta defensiva. Existen numerosos estudios en los cuales 
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se ha descrito que el H2O2 podría estar implicado en el refuerzo de la pared celular, 
contribuyendo al entrecruzamiento mediado por peroxidasas de ciertos componentes de dicha 
estructura celular. Estas modificaciones hacen que la pared se vuelva más refractaria a la 
digestión por enzimas líticos microbianos y sirva para frenar la entrada del patógeno. 
Asimismo, la posterior síntesis y secreción de nuevos polímeros tales como callosa, lignina y 
proteínas de pared, como glicoproteínas ricas en prolina, favorece la formación de nuevos 
entrecruzamientos con los elementos preexistentes, dando lugar a un refuerzo adicional de la 
pared (Hammond-Kosack & Jones, 1996; Kawano, 2003). Por otra parte, las ROS están 
implicadas en la señalización de diferentes respuestas defensivas, como la activación de HR o 
la acumulación de fitoalexinas, mediante la activación de cascadas de fosforilación o 
directamente regulando la expresión de ciertos genes (Shetty et al., 2008). 
 
 El óxido nítrico (NO) también participa en la activación del proceso de muerte celular 
asociado a la HR (Romero-Puertas et al., 2004; Zeier et al., 2004; Hong et al., 2008; Wilson et 
al., 2008). Se ha demostrado que el NO tiene la capacidad de potenciar la muerte celular 
producida por el incremento de los niveles de ROS, debido a que se une a los grupos hemo de 
ciertas proteínas como catalasas y ascorbato peroxidasas inhibiendo de esta forma su 
actividad destoxificadora de H2O2 (Clark et al., 2000).  
 
1.3- Respuestas defensivas sistémicas 
 
La respuesta hipersensible que acontece en el lugar de entrada del patógeno 
desencadena, en la mayoría de los casos, la aparición posterior de una resistencia sistémica 
no específica o resistencia sistémica adquirida (SAR) a lo largo de toda la planta (Grant & 
Lamb, 2006). Esta protección, de larga duración, se produce en tejidos distales a los puntos de 
infección inicial y es funcional frente a posibles infecciones secundarias causadas por un 
amplio espectro de patógenos (Ryals et al., 1996; Delaney, 2000). La  SAR  se  caracteriza  por 
la acumulación de la molécula señalizadora ácido salicílico (SA) y por la activación selectiva y 
coordinada de la expresión de un grupo característico de genes de defensa (genes SAR), que 
estarán directamente implicados en el establecimiento y mantenimiento de dicha resistencia 
(Dong, 1998; Glazebrook, 1999; Glazebrook, 2001; Durrant & Dong, 2004; Loake & Grant, 
2007). 
El conjunto mayoritario de proteínas defensivas sintetizadas en las plantas durante dicha 
respuesta SAR pertenece a la familia de las proteínas PR (proteínas relacionadas con la 
patogénesis). Cabe destacar que sólo los genes que codifican proteínas PR ácidas (PR-1, PR-
2, PR-5) responden fuertemente al SA o cualquiera de sus análogos, y se expresan tanto local 
como sistémicamente después de una infección. Por el contrario, los genes que codifican las 
isoformas básicas se inducen localmente alrededor de la HR, indicándonos que dichas 
proteínas PR básicas no estarían implicadas en la respuesta SAR (Brederode et al., 1991).  
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La presencia del SA en los tejidos distales de la planta es necesaria para que se establezca la 
cascada de señalización que da lugar a la activación de dicha respuesta y a la expresión de 
genes SAR (Vernooij et al., 1994). Evidencia de ello es que la adición exógena de SA tanto en 
hojas de plantas de tabaco como de Arabidopsis thaliana induce la expresión de genes SAR y 
una mayor resistencia de las plantas a patógenos (Malamy et al., 1990; Uknes et al, 1993; 
Ward et al., 1991). Además, en plantas transgénicas NahG, las cuales no pueden acumular SA 
debido a la sobreexpresión del gen salicilato hidroxilasa (NahG), que degrada el SA a catecol 
(Delaney et al., 1994; Vernooji et al., 1994), no se induce la respuesta SAR (Gaffney et al., 
1993), presentando una marcada susceptibilidad a patógenos fúngicos, bacterianos y virales 
(Delaney et al., 1994). Todo ello indica que el SA es esencial para el establecimiento de la 
respuesta SAR en las plantas. A su vez, la identificación de dos compuestos sintéticos 
análogos al SA, el ácido 2,6-dicloroisonicotínico “INA” (Métraux et al., 1991; Ward et al., 1991) 
y el S-metil éster del ácido-1, 2, 3-benzotiodiazol-7-carbotiótico “BTH” (Görlach et al., 1996), 
que también promueven SAR, refuerza el papel que juega el SA en la inducción de esta 
respuesta. Sin embargo, parecen existir componentes adicionales independientes del SA en la 
señalización de SAR, como pone de manifiesto la identificación del mutante dth9 de 
Arabidopsis thaliana. Este mutante no es capaz de ejecutar una respuesta SAR efectiva, si bien 
no tiene mermadas ni la acumulación de SA ni la inducción de genes PR (Mayda et al., 2000b). 
La inducción de resistencia en partes de la planta distales al sitio de inoculación inicial sugiere 
la existencia de una señal que se desplazaría sistémicamente dando lugar al establecimiento 
de SAR (Bi et al., 1995). Inicialmente se propuso al SA como dicha señal. Sin embargo, ciertos 
experimentos han demostrado que el SA no representa dicha señal sistémica 
independientemente de que su presencia en tejidos distales es absolutamente necesaria para 
la implantación de SAR (Vernooij et al., 1994). 
 
1.4- Principales rutas de señalización defensiva. 
 
El estudio de los genes que controlan la respuesta defensiva en Arabidopsis thaliana 
ha permitido establecer la existencia de dos rutas de señalización, una dependiente del ácido 
salicílico (SA) y otra independiente del SA pero dependiente del ácido jasmónico (JA) y etileno 
(ET). Las hormonas SA, JA y ET son las moléculas señal clave que median la expresión de 
respuestas defensivas en plantas. La activación de la ruta dependiente del SA actúa 
confiriendo protección a las plantas frente a patógenos biotrofos, tales como especies del 
género Pseudomonas e Hyaloperonospora. Mientras que la señalización regulada por JA/ET 
está involucrada preferentemente en la defensa frente a patógenos necrotrofos tales como 
Botrytis y Erwinia (Spoel et al., 2007). Estas dos rutas no son independientes, sino que una 
influye sobre la otra formando parte de una red de señalización muy compleja que determina la 
respuesta defensiva frente a un patógeno específico (Pieterse & van Loon, 1999; Feys & 
Parker, 2000; Glazebrook, 2001; Kunkel & Brooks, 2002; Thomma et al., 2001; Koornneef & 
Pieterse, 2008). Otras hormonas afectan también a la señalización defensiva, y ello es 
aprovechado por algunos patógenos para interferir con los mecanismos de defensa de la planta 
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y promover virulencia; así, la infección por Pseudomonas syringae induce la acumulación de 
ácido abscísico (ABA), el cual inhibe a su vez la acumulación de SA y la expresión de genes de 
resistencia basal (de Torres-Zabala et al., 2007). De manera similar, el tratamiento con auxinas 
sintéticas reprime la expresión génica inducida por SA, y este, a su vez, reprime la señalización 
dependiente de auxinas (Wang et al., 2007). 
 
2.  CEVI1: gen inducible en interacciones víricas compatibles  
 
El estudio de los mecanismos moleculares responsables de la regulación de genes de 
defensa constituye una valiosa herramienta para la identificación de componentes implicados 
en las rutas de transducción de señal en interacciones planta-patógeno. Con el propósito de 
buscar factores del hospedador implicados en la respuesta patogénica se identificó en tomate 
el gen CEVI1 (citrus exocortis viroid-induced peroxidase 1), el cual  codifica una peroxidasa 
aniónica de función desconocida (Vera et al., 1993). Dicha peroxidasa se induce en 
interacciones compatibles con patógenos virales, como el Tomato mosaic virus (ToMV), pero 
no frente a infecciones protagonizadas por otros patógenos biotrofos, ni en interacciones 
compatibles (P. syringae pv. tomato) ni en incompatibles (P. syringae pv. syringae). En cuanto 
a su patrón de expresión, CEVI1 no es capaz de responder a tratamientos con las moléculas 
señalizadoras clásicas de defensa como el SA, ET o JA, ni a estímulos de herida (Mayda et al., 
2000a). Todos estos datos sugieren que la expresión del gen CEVI1 parece responder a una 
nueva vía de señalización de defensa en plantas.  
 
 Con el objetivo de conocer el mecanismo molecular que subyace al control 
transcripcional del gen CEVI1, se llevó a cabo un análisis funcional de su promotor mediante 
ensayos de expresión en plantas transgénicas de tabaco del gen marcador GUS (que codifica 
la -glucuronidasa) bajo el control de diferentes regiones del promotor del gen CEVI1. Estos 
estudios permitieron definir un promotor mínimo responsable de la regulación transcripcional 
del gen, que se denominó 3a4, identificándose en el mismo como elementos cis una caja 
invertida GCC mediadora de la expresión inducible por etileno de genes relacionados con la 
patogénesis y un elemento TGTCTC que otorga inducibilidad por auxinas. Posteriormente, se 
identificó un complejo proteico que reconocía específicamente la secuencia 3a4 en condiciones 
en las que el gen CEVI1 no se expresa. La pérdida de la interacción de dicho complejo con el 
fragmento 3a4 tras la aplicación de estímulos que promueven la inducción del gen, sugería que 
dicho complejo actuaría como un mecanismo de represión de la expresión de CEVI1 (Carrasco 
et al., 2003). 
 
El rastreo por Southwestern de una genoteca de ADNc de tabaco usando el fragmento 
3a4 como sonda llevó al aislamiento de una proteína capaz de reconocer de forma específica 
dicha secuencia. La proteína identificada además de capacidad de unión al ADN, presentaba 
actividad proteín-fosfatasa, por lo que se denominó a la misma DBP1 (DNA-binding protein 
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phosphatase 1). Ambas actividades bioquímicas fueron demostradas utilizando  proteína 
recombinante expresada y purificada en  E. coli (Carrasco et al., 2003). 
 
El aislamiento de DBP1 en tabaco (Nicotiana tabacum) ha puesto de manifiesto la 
existencia de un nuevo factor de transcripción en plantas no descrito hasta la fecha, 
caracterizado por presentar una doble funcionalidad que se refleja a nivel estructural: DBP1 
posee un dominio N-terminal implicado en la interacción con el ADN que no presenta similitud 
de secuencia con proteínas conocidas, y un dominio C-terminal en el que reside la actividad 
proteín-fosfatasa.  
 
3.  Papel de las fosfatasas en procesos de señalización  
 
 Las proteín-fosfatasas están presentes en todos los organismos eucarióticos y 
representan uno de los mayores grupos funcionales de proteínas. Estas enzimas regulan vías 
metabólicas y están estrechamente implicados en la gran mayoría de procesos de señalización 
celular. La fosforilación reversible de proteínas, mediada por la acción coordinada de proteín-
quinasas y proteín-fosfatasas, es un importante mecanismo de transducción de señal que 
permite regular muchos procesos biológicos. Es una modificación postranscripcional de la 
proteína capaz de alterar su comportamiento, modificando así su actividad biológica intrínseca, 
su localización subcelular, su vida media o su interacción con otras proteínas. Por tanto, es un 
proceso crucial en la integración de señales dentro de la célula y puede ser importante  para la 
extensión y duración de una respuesta.  
 
 En Arabidopsis thaliana, tanto fosfatasas como quinasas se presentan en grandes 
familias de proteínas; existen más de 1000 genes (Wang et al., 2003) que codifican proteín-
quinasas y otros 112 (Kerk et al., 2002) que codifican subunidades catalíticas de proteín-
fosfatasas. En base a la especificidad del sustrato aminoacídico, las fosfatasas se dividen en 
dos grandes grupos: 
1- Tirosín fosfatasas (PTPs): pueden ser específicas de residuos tirosina o mostrar 
especificidad dual (DsPTP), desfosforilando en este caso tanto fosfotirosinas como 
fosfoserinas/fosfotreoninas. En Arabidopsis thaliana se conocen 18 PTPs (Kerk et al, 
2002) y han sido implicadas en respuestas de señalización mediada por ABA (abscisic 
acid) y auxinas. 
2- Serín/treonín fosfatasas: como su nombre indica son capaces de desfosforilar residuos 
fosforilados de serina o treonina, y se dividen en dos familias. La familia PPP engloba 
las fosfatasas de tipo1 (PP1), las de tipo 2A (PP2A) y las de tipo 2B (PP2B). Y las 
fosfatasas de tipo 2C (PP2C) y otras fosfatasas serín/treonín dependientes de 
magnesio definen a la familia PPM (Wang et al., 2003). 
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 Las fosfatasas 2C son enzimas monoméricos que existen en todos los eucariotas, cuya 
actividad catalítica requiere de cationes divalentes de Mn2+ o Mg2+ (Shenolikar, 1994; Wera & 
Hemmings, 1995). Aunque las PP2C no muestran una aparente homología de secuencia 
aminoacídica con otros tipos de fosfatasas de la familia PPP, la similitud en la estructura 
tridimensional sugiere un mecanismo catalítico similar a estas proteínas (Das et al., 1996). En 
el genoma de Arabidopsis hay alrededor de 69 PP2C, las cuales son mucho más abundantes 
que en otros organismos eucariotas (Kerk et al., 2002). Se postula que su actividad fosfatasa 
podría estar regulada por la expresión de la proteína, compartimentalización, secuestro o 
proteolisis. Muchas PP2C de plantas poseen un dominio catalítico conservado pero presentan 
extensiones N-terminales altamente divergentes que pueden contribuir a la regulación de la 
especificidad de sustrato y localización subcelular (Schweighofer et al., 2004). Originariamente 
se consideraba que las fosfatasas actuaban simplemente para revertir los efectos de las 
quinasas, pero en los últimos años se ha hecho  evidente que dichas proteínas desempeñan 
funciones reguladoras esenciales y están implicadas en la regulación de diversas vías de 
señalización, tales como vías de respuesta a estrés y desarrollo, actuando en muchos casos 
como reguladores negativos de las mismas (Wang et al., 2003).  
 
En situaciones de estrés las PP2C cooperan con otras fosfatasas, tales como PTPs, 
DsPTPs y PP2As en la desfosforilación de componentes clave de cascadas de transducción de 
señal que incluyen RLKs (receptor-like kinase), MAPKs (mitogen-activated protein kinase), 
quinasas de MAPKs (MAPKKs) y quinasas de MAPKKs (Schweighofer et al., 2004). Un 
ejemplo de ello es el caso de la PP2C de alfalfa, MP2C, la cual está implicada en la regulación 
negativa de una de las vías de MAPK activada por herida (Meskiene et al., 1998).  
 
 Estudios de respuesta a estrés ambiental y frente a patógenos han revelado la 
importancia de los procesos de fosforilación y desfosforilación en las vías de señalización 
desencadenadas por elicitores patogénicos y señales de estrés abióticas. La fosforilación 
reversible juega un importante papel en la activación e inactivación de MAP quinasas en los 
primeros estadíos de estas vías (Mizoguchi et al., 1997). En interacciones patogénicas se cree 
que las proteín- quinasas pueden desencadenar la respuesta defensiva y que las fosfatasas 
PP1 y/o PP2A podrían ser las responsables de prevenir que esa respuesta se muestre 
constitutiva en condiciones normales o de reposo (Mackintosh et al., 1994; Chandra & Low, 
1995). Se ha demostrado un incremento de la actividad MAPK frente a elicitores patogénicos 
(Ligterink et al., 1997) y moléculas señalizadoras de defensa como el SA (Zhang & Klessig, 
1997). Esta activación de las MAPK, mediante fosforilación de residuos de treonina y tirosina, 
es transitoria debido a la desfosforilación mediada por fosfatasas específicas.    
 
 En cuanto a señalización hormonal, en Arabidopsis existen varias serín/treonín 
fosfatasas implicadas en la regulación de la vía de señalización dependiente del ABA como 
ABI1 (Abscisic Acid Insensitive 1), ABI2 (Abscisic Acid Insensitive 2) (Meyer et al., 1994), HAB1 
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(Homology to ABI1/ABI2) (Rodriguez et al., 1998) y AtPP2CA (Sheen, 1998). Análisis genéticos 
de los mutantes abi1 y abi2, estudios de expresión transitoria y análisis de plantas transgénicas 
antisentido demostraron que estas PP2Cs actúan como reguladores negativos de la 
señalización por ABA (Sheen, 1998; Merlot et al., 2001; Gosti et al., 1999).   
 
También se ha demostrado que la proteín fosfatasa KAPP de Arabidopsis interacciona 
con CLAVATA1, una quinasa tipo receptor implicada en el desarrollo de los meristemos 
vegetativos y florales (Clark et al., 1997).  
 
Aunque muchas PP2C han sido caracterizadas a nivel molecular, mucho menos se 
sabe acerca de su función in vivo. De ahí que uno de los principales retos sea descubrir la 
importancia funcional de estos enzimas. Para ello, serán importantes estudios basados en 
análisis de mutantes de inserción de ADN-T y de ARNi en combinación con perfiles de 
expresión génica mediante microarrays y proteómica, así como determinar la localización 
subcelular de estas PP2C in vivo en las células de la planta. A pesar de conocer  algunas de 
las implicaciones de PP2C en vías de señalización, en muchos casos se desconoce cuáles son 
sus dianas. Por tanto, uno de las claves para conocer la función de PP2C será identificar sus 
sustratos. Una combinación de aproximaciones de biología celular, molecular, bioquímica y 
genética constituirá la mejor estrategia para un análisis funcional de las PP2C.  
 
4. Los virus como patógenos de plantas  
 
      Los virus de plantas se consideran la mayor amenaza para la agricultura moderna, 
provocando deterioros en la planta, bajas en la productividad y productos imperfectos o de baja 
calidad en muchos cultivos y plantas ornamentales de todo el mundo. Dado el carácter 
generalizado y persistente de las enfermedades provocadas por estos patógenos, se hace 
necesario establecer métodos de control adecuados para prevenir infecciones, proteger los 
cultivos y minimizar así las pérdidas agrarias. El desarrollo de estrategias para controlar y/o 
eliminar las enfermedades víricas en plantas requiere del conocimiento de las características 
moleculares de los virus, las funciones de las proteínas expresadas por su genoma, sus 
interacciones con los hospedadores y los diferentes mecanismos mediante los cuales estos 
patógenos se adaptan a diferentes hospedadores.  
 
Los virus que provocan enfermedades en el reino vegetal se clasifican en virus de ARN 
y virus de ADN según la naturaleza de su material genético, siendo los de ARN de cadena 
sencilla y polaridad positiva los más frecuentes (Hull, 2002). El género Potyvirus constituye uno 
de los grupos más importantes de virus capaces de infectar plantas (Shukla et al., 1994; 
Fauquet & Mayo, 1999), representando más del 30% de todos los virus de plantas conocidos. 
Generalmente, estos virus son transmitidos por áfidos (Shukla et al., 1994), aunque alguno de 
ellos, a su vez, se puede propagar a través de las semillas de algunos de sus hospedadores 
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(Johansen et al., 1994). Este género pertenece a la familia Potyviridae, que junto con las 
familias Picornaviridae, Sequiviridae, Comoviridae y Caliciviridae pertenecen al grupo de virus 
de ARN de cadena sencilla y polaridad positiva; y se divide en los géneros de Potyvirus, 
Macluravirus, Bymovirus, Rymovirus, Tritimovirus e Ipomovirus (van Regenmortel et al., 2000). 
Los potyvirus predominantemente afectan cultivos de la familia de las solanáceas. Algunas de 
las especies de estas plantas, como patata (Solanum tuberosum), tomate (Solanum 
lycopersicum) o pimiento (Capsicum spp) tienen una gran importancia económica a nivel 
mundial; es por ello que el estudio de los potyvirus que infectan estos cultivos es de gran 
relevancia para poder minimizar las pérdidas económicas desencadenadas por estas 
infecciones.  
 
La naturaleza y extensión de los síntomas para un hospedador específico dependen de la 
cepa del virus y de las condiciones ambientales que probablemente influyan en el desarrollo y 
fisiología del hospedador. Los síntomas son el resultado de las interacciones complejas que se 
dan entre el hospedador y el virus a nivel celular. Los efectos sintomáticos pueden ser la 
consecuencia de la desviación de los recursos de la planta para la síntesis de proteínas y 
ácidos nucleicos específicos del virus, o de los efectos que puedan desencadenar los 
productos víricos en los procesos celulares normales. Generalmente, para una interacción 
compatible entre hospedador y virus, la severidad de los síntomas reflejará el nivel de 
replicación y acumulación vírica. Diferentes estudios demuestran que varias regiones del 
genoma potyviral podrían estar implicadas en la sintomatología, pero dependiendo de la 
combinación específica entre virus y hospedador se requieren unas proteínas virales u otras. 
Así, en el caso de los potyvirus, no ha sido posible identificar ningún principio o norma 
unificadora que explique la formación de los síntomas (Revers et al., 1999).  
 
4.1- Generalidades del ciclo vital de los virus 
 
Los virus son parásitos intracelulares obligados no siendo funcionalmente activos fuera 
de sus células hospedadoras. Como todas las entidades biológicas, poseen un genoma que 
contiene la información genética necesaria para su propia multiplicación en las células 
hospedadoras y para adaptarse a cambios ambientales. Se definen como entidades cuyo 
genoma, ya sea ADN o ARN, se reproduce dentro de las células vivas usando la maquinaria de 
las mismas para así dirigir la síntesis de partículas especializadas, conocidas como viriones, 
que serán capaces de transferir el genoma viral a otras células.  
 
El ciclo infectivo de un virus empieza cuando el virus entra en la célula a través de 
heridas causadas por daños físicos debidos al medio ambiente, o por la acción de vectores 
como insectos, ácaros, nemátodos y ciertos hongos habitantes del suelo. En el citoplasma, el 
virus de ARN se desensambla, replica, traduce sus mensajeros a proteínas y se moviliza local y 
sistémicamente (Stange, 2006). Para poder completar su ciclo vital, el virus utiliza energía y 
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proteínas de la célula hospedadora normalmente implicadas en actividades específicas del 
hospedador. De este modo, durante cada etapa de este ciclo se generan complejas 
interacciones entre la planta hospedadora y el virus que están siendo objeto de intenso estudio 
en los últimos años.  
 
Amplificación del genoma viral 
 
Tanto para virus de ARN como de ADN, la acumulación viral en la célula vegetal 
depende de los procesos de replicación y traducción del genoma viral (Buck, 1999; Ahlquist et 
al., 2003; Noueiry & Ahlquist, 2003; Hanley-Bowdoin et al., 2004; Ishikawa & Okada, 2004).  
El genoma potyviral consiste en una molécula simple de ARN de polaridad positiva de 
aproximadamente 10 kilobases que presenta en su extremo 3’ una cola poli(A) (Hari et al., 
1979) y unida covalentemente a su extremo 5’ una proteína conocida como VPg (Siaw et al., 
1985; Riechmann et al., 1989; Murphy et al., 1990). Esta molécula de ARN codifica una gran 
poliproteína que se procesa postraduccionalmente por tres proteasas virales conocidas con el 
nombre de NIa-Pro (Carrington & Dougherty, 1987; Hellmann et al., 1988; Garcia et al., 1989; 
Ghabrial et al., 1990), Hc-Pro (Carrington et al., 1989) y P1 (Verchot et al., 1991). Como 
resultado de esta fase proteolítica, se generan diez proteínas maduras de funciones conocidas 
(Urcuqui-Inchima et al., 2001). Hasta la fecha sólo se conocía la existencia de un único marco 
de lectura abierto pero recientemente se ha descubierto una secuencia codificante nueva en la 
familia Potyviridae dentro del cistrón P3 del ARN genómico viral (Chung et al., 2008).  
 
La amplificación del genoma de los potyvirus requiere dos procesos fundamentales: la 
replicación del ARN viral y una traducción del mismo para la síntesis de las proteínas 
específicas del virus. La interrelación de estos dos procesos, presumiblemente integrados 
espacial y temporalmente, hace difícil asignar a diferentes proteínas del virus funciones 
específicas únicamente en el proceso de replicación o en la traducción.  
 
 Los potyvirus, como virus de ARN de hebra simple y polaridad positiva, se replican a 
través de una molécula de ARN negativa complementaria a su genoma, la cual se genera por 
la polimerasa de ARN dependiente de ARN (RdRp) codificada por el propio virus. Esta cadena 
negativa se usará para la síntesis de posteriores moléculas de ARN de polaridad positiva, 
produciéndose así múltiples copias del genoma viral. Esta etapa de replicación viral ocurre en 
asociación con las membranas celulares (Schaad et al., 1997; Bienz, 1992). Además de la 
RdRp, varias proteínas virales están implicadas en este proceso, tales como la actividad 
helicasa de la proteína CI (Laín et al., 1990), la función replicativa de la proteína NIa (Schaad et 
al., 1996) y la proteína 6K2 (Restrepo-Hartwig & Carrington, 1994; Schaad et al., 1997). El ARN 
viral de los potyvirus, a pesar de no poseer la estructura CAP en su extremo 5’ como los ARN 
mensajeros del hospedador, interacciona con factores de inicio de la traducción (Wittman et al., 
1997; Schaad et al., 2000) que permiten su circularización. A pesar de las diferencias 
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estructurales, la conservación de esta característica permite a los virus tener acceso a la 
maquinaria de traducción del hospedador, desencadenando así la  traducción eficiente de sus 
proteínas (Le et al., 1997; Wei et al., 1998; Borman et al., 2000).  
El ARN potyviral es traducido por los ribosomas del hospedador, pero a diferencia de los ARNs 
mensajeros celulares, este ARN no presenta una típica estructura CAP en su extremo 5’, sino 
que dicha estructura es sustituida por una proteína codificada por el propio virus denominada 
VPg, la cual se une covalentemente a este extremo. Existen estudios que indican que la 
proteína VPg podría participar en el inicio de la traducción del ARN viral, ya que se ha 
demostrado la interacción entre las VPg de los potyvirus Turnip mosaic virus (TuMV) y Tobacco 
etch virus (TEV) con el factor de inicio de la traducción eIF(iso)4E de A. thaliana (Wittmann et 
al., 1997; Lellis et al., 2002).  
 
Infección sistémica de la planta 
 
 La infección sistémica de una planta ocurre cuando el virus es capaz de moverse, 
después de la etapa de amplificación del genoma, desde el foco de infección primario para 
invadir regiones distales del hospedador (Lucas & Gilbertson 1994; Carrington et al. 1996). 
Inicialmente el virus experimenta un movimiento célula a célula, moviéndose entre células 
contiguas a través de los plasmodesmos. Posteriormente, para infectar sistémicamente al 
hospedador, el virus alcanza el tejido vascular para propagarse vía floema, dándose así un 
movimiento a larga distancia.  
En el movimiento célula a célula, el virus inicialmente tiene que ser transportado desde 
el sitio de replicación hasta los plasmodesmos ubicados en la periferia de la célula. Estos 
canales intercelulares constituyen el medio de transporte para que dichos patógenos puedan 
acceder a las células adyacentes. El transporte célula a célula de muchos virus de plantas está 
mediado por factores específicos codificados por el propio virus que se conocen con el nombre 
de proteínas de movimiento virales (MP), aunque la mayoría de la maquinaria que interviene en 
dicho transporte es proporcionada por la célula hospedadora. Para ello, el patógeno debe 
aprovecharse del sistema de tráfico intracelular del hospedador, interviniendo así en dicho 
proceso elementos del citoesqueleto como microtúbulos (Gillespie et al., 2002; Kragler et al., 
2003) y microfilamentos (Liu et al., 2005). Cabría añadir en este escenario de transporte, a una 
proteína celular que se acumula en los plasmodesmos, la calreticulina. Una unión funcional 
entre dicha proteína y MP virales ha sido demostrada para el Tobacco mosaic virus (TMV) 
(Chen et al.,  2005). Además, la fosforilación de MP virales por quinasas del hospedador puede 
regular el tráfico intercelular del virus (Lee & Lucas, 2001).  
Aparte de la maquinaria del hospedador, otras proteínas virales intervienen en el movimiento 
célula a célula. En el caso de los potyvirus se sabe que la proteína CI forma agregados, 
conocidos como inclusiones cilíndricas, en el citoplasma de células infectadas. Estas 
inclusiones, al depositarse en la apertura de los plasmodesmos, sugieren que dicha proteína 
debe ejercer un papel en el movimiento intercelular. También participa en este proceso la 
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proteína de cubierta viral (CP), desempeñando la función de aumentar el límite del tamaño de 
exclusión de los plasmodesmos (Rojas et al., 1997). Por tanto, aunque los potyvirus no 
codifican MP propiamente dichas, se han asignado funciones de movimiento a varias proteínas 
codificadas por su genoma. 
Se ha postulado una relación entre la acumulación vírica y el movimiento célula a célula 
del virus, ya que los factores de la traducción eucarióticos eIF4E y  eIF(iso)4E, los cuales se 
requieren para la acumulación de potyvirus (Duprat et al., 2002; Lellis et al., 2002; Ruffel et al., 
2002; Nicaise et al., 2003), también participan en el movimiento intercelular (Gao et al., 2004), 
mostrándose una propagación limitada del virus cuando la actividad de dichos factores está 
alterada. Este ejemplo nos indicaría que algunas proteínas del hospedador podrían funcionar 
en varias etapas del proceso de infección del virus.  
 
El estudio del movimiento a larga distancia no está tan avanzado como el movimiento 
intercelular debido a la complejidad de las diferentes estructuras celulares implicadas y las 
conexiones entre ellas. En este movimiento intervienen varias proteínas codificadas por los 
potyvirus; así, se ha demostrado que tanto la HC-Pro (Kasschau et al., 1997) como la CP (Dolja 
et al., 1994, Dolja et al., 1995) y la VPg (Rajamäki & Valkonen, 1999) son esenciales para que 
el virus lleve a cabo una infección sistémica. Además se cree que en esta etapa del ciclo viral 
también intervienen factores del hospedador. Un ejemplo de ello son los genes RTM1 
(restricted TEV movement 1), RTM2 (restricted TEV movement 2) y RTM3 (restricted TEV 
movement 3) los cuales son requeridos para la restricción del movimiento a larga distancia del 
TEV en el ecotipo Col-0 de Arabidopsis thaliana (Mahajan et al., 1998; Whitham et al., 1999; 
Chisholm et al., 2001). 
 
4.2- Estrategias descritas para generar resistencia a virus 
  
Existen básicamente dos aproximaciones para desarrollar resistencia a virus basada en 
ingeniería genética dependiendo de la procedencia de los genes usados. La aproximación 
empleada con mayor éxito se basa en el concepto de resistencia derivada del patógeno (PDR), 
que consiste en introducir en la planta  genes virales que participen en el ciclo vital del propio 
virus. Menos conocida es  la resistencia no derivada del patógeno, la cual se basa en la 
utilización, para obtener así plantas transgénicas resistentes a virus, de genes de resistencia 
del hospedador y otros genes responsables de procesos adaptativos del mismo que responden 
al ataque patogénico. 
 
Resistencia derivada del patógeno 
 
Los virus tienen que replicar y encapsidar su genoma, así como propagarse desde el 
sitio inicial de la infección a través del hospedador hacia sitios distales. En estos procesos 
participan genes específicos que están codificados por el propio genoma viral y que son 
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excelentes candidatos para desarrollar resistencia del hospedador basada en PDR. En muchos 
cultivos se han desarrollado plantas transgénicas resistentes a virus mediante la introducción 
en la planta de genes virales que codifican la proteína de cubierta viral (CP), replicasas virales 
o proteínas de movimiento. El uso de ARNs satélites y genomas defectuosos interferentes 
también ha estado presente entre las aproximaciones derivadas del patógeno. 
 
La resistencia generada mediante la expresión de la proteína de cubierta fue 
inicialmente demostrada en tabaco (Abel et al, 1986), donde plantas transgénicas que 
expresaban el gen que codifica la CP del TMV presentaban un retraso en la aparición de 
síntomas y un título reducido del virus al comparar con las plantas silvestres. Esta resistencia 
fue también efectiva frente a otros tobamovirus cuya CP estaba estrechamente relacionada con 
la del TMV, pero no frente a aquellos virus que filogenéticamente se encontraban alejados del 
TMV. Aunque se conocen pocos aspectos sobre las bases moleculares que subyacen a este 
tipo de resistencia, no hay duda de la gran efectividad de la misma. Importantes cultivos se han 
beneficiado de esta aproximación mediada por la proteína de cubierta de varios virus; entre 
otros muchos casos cabe mencionar la resistencia generada en tomate al ToMV y al Cucumber 
mosaic virus (CMV), y la resistencia al Potato virus X (PVX), Potato virus Y (PVY) y al Potato 
leaf roll virus (PLRV) en cultivos de patata.   
 
La resistencia mediada por replicasas frente a un virus en plantas transgénicas se ha 
demostrado también en tabaco frente al TMV (Golemboski et al, 1990), desarrollándose 
resistencias similares frente a otros virus como el Pea early browning virus (PEBV) 
(MacFarlane & Davies, 1992), PVY (Audy et al, 1994) y CMV (Hellwald & Palukaitis, 1995). Las 
construcciones basadas en genes que codifican replicasas utilizadas para generar resistencia 
incluyen genes completos, mutados o truncados. El hecho de utilizar construcciones génicas de 
genes mutados o truncados para generar resistencia demostró que muchas respuestas de 
resistencia no requieren la síntesis de proteínas virales funcionales sino que deben operar a 
nivel de ARN, probablemente a través de un silenciamiento génico post-transcripcional. La 
resistencia mediada por replicasas produce inmunidad pero se limita a un espectro de cepas 
menor que la resistencia mediada por la proteína de cubierta, la cual confiere resistencia de 
amplio espectro pero menos completa. (Dasgupta et al., 2003)  
 
Las proteínas de movimiento (MP) son esenciales para el movimiento intercelular de 
los virus de plantas, ya que modificando la función de apertura de los plasmodesmos permiten 
que las partículas víricas puedan desplazarse a las células adyacentes. Mediante la producción 
de MP modificada se obtuvo resistencia frente a TMV en plantas de tabaco. En este caso, 
parecía darse una competencia entre la MP silvestre codificada por el  virus y la afuncional por 
los sitios de unión de los plasmodesmos (Lapidot et al, 1993). 
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Los ADNs defectuosos interferentes son componentes genómicos truncados que 
interfieren en la replicación del genoma y que han sido detectados en tejidos infectados. La 
introducción de estas especies de ADN en la planta ha retrasado la aparición de síntomas, con 
la consecuente recuperación e incremento de la resistencia frente a inoculaciones repetidas 
(Kunik et al, 1994). Un ejemplo de ello es la resistencia obtenida frente al African cassava 
mosaic virus (ACMV) en N. benthamiana (Frischmuth & Stanley, 1993). 
 
Resistencia  no derivada del patógeno 
 
Silenciamiento génico post-transcripcional 
 
 En cuanto a la resistencia no derivada del patógeno, cabe destacar como mecanismo 
fundamental de defensa antiviral en plantas el silenciamiento génico post-transcripcional 
(PTGS), también conocido como silenciamiento de ARN. Es un proceso de control de la 
expresión génica a nivel post-transcripcional que conduce a la supresión de elementos 
genéticos foráneos como virus y transposones a través de un mecanismo específico de 
degradación de ARN (Baulcombe, 2004 y 2005). Este mecanismo es el responsable de la 
habilidad inherente que poseen muchas plantas para degradar ácidos nucleicos de manera 
específica, regulando así la expresión génica. En este mecanismo, el ARN de doble cadena 
producido durante la infección viral es degradado a una molécula de 21-25 nucleótidos 
conocida como ARN pequeño interferente (ARNsi) gracias a la endonucleasa DICER. Este 
ARNsi,  junto a un conjunto de factores tales como polimerasas de ARN dependientes de ARN 
(RdRp), helicasas de ARN, factores de elongación de la traducción, etc, actúa como ARN guía, 
teóricamente para degradar moléculas de ARN que tengan homología con la molécula de ARN 
de doble cadena inicial (Hammond et al., 2001). Este proceso de degradación se inicia en una 
célula portadora del ARN de doble cadena, y gracias a la expansión de los ARNsi célula a 
célula y a su propagación a través del floema, el silenciamiento génico se desencadena por 
todo el organismo de manera sistémica.  Este proceso se ha desarrollado como un mecanismo 
de defensa de la planta frente a virus no sólo de ARN (Smyth, 1999), sino también de ADN 
(Kjemtrup et al., 1998). 
 Las plantas tienen varios homólogos de la endonucleasa DICER, conocidas como 
proteínas tipo DICER (Dicer-like o DCL). En A. thaliana los mutantes dcl1 (dicer-like 1), dcl2  y 
dcl3 presentan la misma acumulación de ARNsi viral bajo la infección con el TuMV y CMV que 
las plantas silvestres (Xie et al, 2004). Sin embargo en plantas dcl2 la acumulación viral de 
ARNsi bajo la infección del TCV se muestra con un cierto retraso, mostrando así un aumento 
de susceptibilidad. Estudios más recientes (Deleris et al., 2006) avalan la implicación de DCL2 
en la defensa antiviral mediada por pequeños ARNs, si bien otorgan a DCL4 un papel primario 
en dicha respuesta. 
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 Las polimerasas de ARN dependientes de ARN (RdRp) del hospedador son 
componentes de la vía del silenciamiento de ARN y parecen tener un papel en las respuestas 
antivirales. Se ha descrito que la versión mutada de la RdRp de A. thaliana RDR6 conduce a 
una hipersusceptibilidad al CMV y es requerida para el silenciamiento de transgenes (Dalmay 
et al., 2000; Mourrain et al., 2000). Plantas de tabaco transgénicas que no expresan RdRp1 
son más susceptibles al TMV que las plantas silvestres; además, cepas que usualmente no se 
propagan en tabaco, en estas líneas son capaces de hacerlo tanto a nivel local como a nivel 
sistémico (Xie et al., 2004).  
 
 El hecho de que muchos virus hayan desarrollado mecanismos para suprimir la 
actividad PTGS del hospedador respalda al silenciamiento de ARN como mecanismo de 
defensa antiviral. Los virus han sido capaces de codificar supresores de este mecanismo de 
defensa antiviral innato, inhibiendo diferentes pasos en la vía del silenciamiento para así 
potenciar la replicación vírica. Uno de los supresores del silenciamiento más conocido es la 
proteína HC-Pro (helper component-protease) (Anandalakshmi et al. 1998; Brigneti et al. 1998; 
Kasschau & Carrington, 1998). Esta proteína, codificada por los potyvirus, ha sido una de las 
más estudiadas y su función supresora del silenciamiento podría explicar la sinergia que existe 
en muchas infecciones entre los potyvirus y otros virus. La presencia de un miembro de la 
familia Potyviridae, permite que virus que normalmente son incapaces de replicarse y 
propagarse en una planta, puedan provocar una infección sistémica. Asimismo, mutaciones en 
HC-Pro que eliminan su función supresora causan una pérdida de la habilidad para replicarse y 
extenderse sistémicamente por parte del virus (Kasschau & Carrington, 2001). 
 
 En los organismos vegetales se conocen al menos tres vías para el silenciamiento de 
ARN: el silenciamiento citoplasmático por ARNsi, el silenciamiento de ARNm endógenos por 
microARN (ARNmi) y el silenciamiento asociado a la metilación de ADN y supresión de la 
transcripción (Baulcombe, 2004). A día de hoy el silenciamiento citoplasmático por ARNsi ha 
sido el más utilizado en ingeniería genética para conferir resistencia a los virus de plantas, si 
bien en este caso debería considerarse como un mecanismo de resistencia derivada del 
patógeno. Entre los requerimientos que presentan las tecnologías basadas en el silenciamiento 
de ARN cabe destacar una alta especificidad de secuencia para la degradación del ARN 
(Ritzenthaler, 2005) y un tamaño adecuado del transgén necesario para desencadenar un 
silenciamiento eficiente. Pero la mayor limitación técnica para estas aproximaciones radica en 
la dificultad para transformar muchas especies de plantas cultivables.  
 
Genes de resistencia  
 
Dentro de la resistencia no derivada del patógeno, en otros casos se ha recurrido a la 
expresión de genes de resistencia de la planta o genes R. Estos genes son los responsables 
del reconocimiento del invasor mediante la interacción directa o indirecta del producto de su 
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expresión con factores de avirulencia (Avr) del patógeno. Dicho reconocimiento desencadena 
un programa de muerte celular en el sitio de infección o reacción hipersensible que bloquea la 
dispersión del patógeno y conduce a la activación de la respuesta defensiva. 
 
La mayoría de los genes de resistencia a virus pertenecen a la superfamilia de genes R 
con estructura NBS/LRR, en la que pequeñas variaciones en el dominio LRR permiten variar la 
especificidad al patógeno (Ellis et al., 2000; Warren et al., 1998). Dentro del grupo de los genes 
R con estructura NBS/LRR podemos diferenciar varios tipos dependiendo de la naturaleza del 
dominio N-terminal, así pues pueden presentar un dominio CC (coiled-coil) (CC-NB-LRR), un 
dominio de cremallera de leucina (LZ-NB-LRR) o un dominio TIR con homología a los dominios 
de señalización intracelular de los receptores de interleucina de mamíferos y del Toll de 
Drosophila (TIR-NB-LRR).  
 
Se han identificado genes de resistencia a determinados virus en diferentes especies 
vegetales, tal como el gen N de tabaco (Nicotiana tabacum), el cual confiere resistencia frente 
al TMV, siendo un modelo clásico en el estudio de las interacciones planta-virus (Whitham et 
al., 1994 y 1996; Dineshkumar et al., 1995). El gen N fue descrito en N. glutinosa y 
posteriormente, utilizando técnicas de mejora genética convencional, fue transferido a N. 
tabacum, otorgando resistencia al género Tobamovirus en cultivares comerciales de tabaco. El 
producto de dicho gen presenta un domino de señalización TIR y un dominio de unión LRR, 
siendo capaz de reconocer la replicasa del TMV como factor de avirulencia.  Este gen es 
suficiente para la producción de una respuesta hipersensible típica manteniendo dicha 
efectividad en un sistema heterólogo diferente como tomate (Whitham et al., 1996), donde 
plantas transgénicas que expresan dicho gen son capaces de desarrollar resistencia frente a 
este virus. Este fue el primer uso que se hizo de un gen R para proporcionar protección 
transgénica frente a virus en una planta cultivable.  
 
Otros genes son capaces de desencadenar resistencia por un mecanismo diferente; 
este es el caso del gen RTM1 de Arabidopsis thaliana. Este gen es capaz de generar una 
resistencia frente al TEV, independiente de HR y de la activación de la resistencia sistémica 
adquirida, afectando a su movimiento a larga distancia (Chisholm et al., 2000; Whitham et al., 
2000). 
 
En Arabidopsis, el ecotipo C24 resiste a la cepa Y del CMV (CMV-Y) debido a la 
presencia del gen dominante RCY1 (Resistance to Cucumber mosaic virus strain Y). El gen 
RCY1 se encuentra en el cromosoma V de Arabidopsis, donde se localizan otros genes de 
resistencia como RAC3, RPS4, HRT y TTR1, representando una proteína con estructura CC-
NB-LRR. La obtención de virus quiméricos entre CMV-Y y la cepa virulenta CMV-B2, permitió 
identificar a la CP como el factor de avirulencia de CMV-Y (Takahashi et al., 2001). En la 
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respuesta de resistencia mediada por RCY1 intervienen el ácido salicílico y etileno (Takahashi 
et al., 2004). 
 
Se han identificado otros genes antivirales pero no se ha descrito un uso de los mismos 
para generar resistencia frente a virus en cultivos de plantas. Cabe destacar entre otros, los 
genes Sw-5 (Brommonschenkel & Tanksley, 1997) y Tsw (Jahn et al, 2000) de tomate y 
pimiento respectivamente, frente al Tomato spotted wilt virus (TSWV), el gen Ry (Mestre et al, 
2000) de Solanum stoloniferum frente al PVY, el gen Va de N. tabacum cultivar Burley (Nicolas 
et al, 1997) frente al Tobacco vein mottling virus (TVMV), el gen TuRB01 de Brassica napus 
frente TuMV (Jenner et al, 2000), etc… 
 
También se han identificado genes con similitud estructural en especies de interés 
agronómico denominados análogos a genes de resistencia (RGA) (Shen et al., 1998; Deng et 
al., 2000; Di Gaspero & Cipriani, 2002; Baldi et al., 2004; Dondini et al., 2004; Soriano et al., 
2005).  
 
Existen evidencias de que puede haber una cierta conexión entre las vías de defensa 
antivirales del silenciamiento de ARN y la mediada por los genes R. Se han descrito proteínas 
que pueden funcionar como supresores del silenciamiento y como determinantes Avr en 
defensa mediada por genes R; un ejemplo de ello es el caso de la proteína de cubierta del TCV 
(Qu et al, 2003). Es posible que en el cruce de ambas vías esté presente el SA; una evidencia 
que apoya este hecho es la inducción de la RdRp RDR1 en respuesta al tratamiento por SA y a 
la infección vírica (Xie et al, 2001; Yang et al, 2004; Yu et al, 2003). Además existen evidencias 
de que el SA podría aumentar la defensa antiviral mediada por silenciamiento de ARN, ya que 
la restricción del movimiento sistémico del PPV en Nicotiana tabacum puede ser aliviada por la 
expresión del enzima salicilato hidroxilasa (NahG) (Alamillo et al, 2006). Esto conduciría a la 
existencia de un posible solapamiento entre la resistencia mediada por genes R y el 
silenciamiento de ARN. Así, el entendimiento de cómo ambas vías interseccionan y cómo una 
puede influir sobre la otra sería muy útil para una mayor comprensión de los mecanismos de 
defensa a la enfermedad en plantas. 
 
A pesar de los avances obtenidos en este campo, dado que los genes de resistencia 
normalmente reconocen específicamente determinadas estirpes del patógeno, su aplicabilidad 
general es muy limitada. Los virus de plantas tienen la capacidad de mutar y evolucionar 
rápidamente debido a la existencia de una gran variación genética desencadenada por 
recombinaciones y a la adquisición de genomas adicionales. Estas características les otorgan 
la capacidad de modificar los genes Avr y evadir eventualmente las barreras defensivas de las 
plantas hospedadoras. Por tanto, esta rápida evolución de cepas virales capaces de eludir los 
mecanismos de resistencia de la planta demanda nuevos conceptos en el desarrollo de 
variedades vegetales resistentes a patógenos. 
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Resistencia recesiva 
 
En contraste con la resistencia de carácter dominante mediada por genes R y el 
silenciamiento de ARN, existen mecanismos alternativos de resistencia recesivos. En el caso 
de los virus, a diferencia de los patógenos fúngicos o bacterianos, la resistencia de la planta se 
basa en gran parte en rasgos de genética recesiva. Esta resistencia se podría definir como el 
resultado de un mecanismo pasivo que hace a una planta resistente debido a la ausencia de un 
factor específico del hospedador requerido por el virus para completar su ciclo, o debido a la 
presencia de una versión mutada de este factor (Fraser, 1990 y 1999). La información 
disponible sobre interacciones incompatibles entre virus y plantas controlada en el hospedador 
por genes de resistencia recesivos es menor y más dispersa (Díaz-Pendón et al., 2004). Los 
virus dependen de la maquinaria bioquímica del hospedador para completar su ciclo biológico. 
Así, la infección con éxito de una planta requiere una serie de interacciones entre factores del 
hospedador y factores virales a lo largo de un proceso complejo que incluye la expresión y 
replicación del genoma viral,  el movimiento célula a célula y la translocación a larga distancia a 
través del sistema vascular de la planta (Carrington et al., 1996; Maule et al., 2002). Algunos de 
estos factores del hospedador requeridos para la expresión génica del virus o su replicación, se 
han identificado mediante el análisis de poblaciones mutagenizadas. Así, en A. thaliana se ha 
demostrado que TOM1 (tobamovirus multiplication 1) y TOM2A son necesarios para una 
eficiente multiplicación de TMV en protoplastos de Arabidopsis, ya que los mutantes tom1 y 
tom2A muestran deficiencia en la multiplicación del ARN de los tobamovirus. Se trata de 
proteínas transmembrana del hospedador que interaccionan entre ellas y con proteínas de la 
replicación viral codificadas por el virus, siendo esenciales para formar el complejo de 
replicación tobamoviral (Hagiwara et al., 2003; Ishikawa et al., 1991 y 1993; Ohshima et al., 
1998; Tsujimoto et al., 2003; Yamanaka et al., 2000 y 2002). Con una aproximación similar, 
también se demostró que la isoforma del factor de inicio de la traducción eucariótico eIF(iso)4E 
era necesaria para la multiplicación del potyvirus TuMV y del TEV (Duprat et al., 2002; Lellis et 
al., 2002; Whitham et al., 1999). Además, se han identificado varios mutantes de Arabidopsis 
en los cuales está restringido el movimiento viral, tales como cum1-1 (cucumovirus 
multiplication 1) y cum2-1, donde está afectada la propagación del virus CMV (Yoshii et al., 
1998a) y la del CMV y TCV (Yoshii et al., 1998b), respectivamente; y vsm1 (virus systemic 
movement 1), en el cual el movimiento sistémico de un tobamovirus está específicamente 
afectado (Lartey et al., 1998). Los mutantes cum1-1 y cum2-1 tienen alterados los genes eIF4E 
y eIF4G, respectivamente (Yoshii et al., 2004). La mayoría de los casos de resistencia recesiva 
se han descrito en especies cultivadas, pero sólo se han identificado genes implicados en 
pimiento y lechuga, tratándose en ambos casos del factor de inicio de la traducción eIF4E, y 
frente a potyvirus (Nicaise et al., 2003; Ruffel et al., 2002). Por tanto, aunque la información 
disponible sobre los mecanismos responsables es muy escasa, parece existir un estrecho 
vínculo entre factores de inicio de la traducción y la resistencia a virus (Robaglia & Caranta, 
2006).  
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Aún se desconoce la identidad de todos los factores, inherentes al hospedador, 
involucrados en el ciclo viral. Su conocimiento sigue siendo uno de los mayores desafíos de la 
virología con objeto de generar resistencia a virus en plantas cultivadas. El rastreo de ecotipos 
de Arabidopsis para evaluar susceptibilidad a virus también ha contribuido a la identificación de 
varios genes recesivos que afectan a la multiplicación del virus en la planta. La resistencia 
recesiva parece ser más frecuente para virus que para otros patógenos; y dentro de los virus 
dicha resistencia esta mayoritariamente dirigida frente al género Potyvirus que frente a virus de 
otras familias (Díaz- Pendón et al., 2004). 
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OBJETIVOS 
 
El objetivo fundamental del proyecto en el que se enmarca esta tesis es la 
caracterización genética, molecular y funcional de una nueva familia de reguladores 
transcripcionales, conocidos como factores DBP, y determinar en qué procesos biológicos 
están implicados y cuál es su contribución a la respuesta defensiva de la planta frente a 
situaciones de estrés, particularmente biótico. El plan de trabajo que nos propusimos 
desarrollar se basa en completar la caracterización de DBP1 de tabaco y abordar el estudio de 
factores similares en Arabidopsis thaliana, para ello nuestros objetivos han sido: 
 
1- Caracterización funcional del factor de transcripción de Nicotiana tabacum DBP1. 
Búsqueda de genes homólogos y análisis de secuencia a fin de establecer 
relaciones estructura-función para estos factores. Identificación de proteínas que 
interaccionan con el factor DBP1 
 
2- Análisis funcional del factor regulador AtDBP1 de Arabidopsis thaliana. 
Identificación de factores proteicos capaces de interaccionar con dicho factor.  
 
3- Búsqueda de los posibles procesos biológicos en los cuales participa AtDBP1 
mediante la identificación de genes diana del mismo. 
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Early molecular events determining susceptibility to 
potyvirus infection in Arabidopsis thaliana 
 
 
María José Castelló, José Luis Carrasco and Pablo Vera 
Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas, Universidad Politécnica de Valencia – 
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Translation initiation factor eIF4E isoforms have been shown to mediate susceptibility to 
potyviruses, the largest group of plant viruses. Here we describe a physical interaction 
between eIF(iso)4E and AtDBP1, a DNA-binding protein phosphatase from Arabidopsis 
thaliana. This interaction relies on a catalytically active protein phosphatase domain, 
suggesting that eIF(iso)4E is a substrate of AtDBP1. Loss of AtDBP1 function leads to 
reduced eIF(iso)4E protein accumulation and partial resistance to potyviruses. A model 
depicting the involvement of AtDBP1 in potyviral infection and showing regulation of 
eIF(iso)4E protein accumulation through dephosphorylation is presented. 
 
 
Virus infections are responsible for numerous plant diseases that cause worldwide losses in 
production and quality of vegetable and ornamental crops. In contrast to the response to 
bacterial or fungal pathogens, plant resistance to viral infections is largely a recessive genetic 
trait. Viruses are obligate parasites and rely on host factors to complete every stage of their 
infectious cycle; therefore, recessive resistance likely reflects absence or misfunction of a host 
factor that prevents the virus from multiplying and/or systemically moving inside the host (1). 
DNA-binding protein phosphatase (DBP) factors form a recently described family of novel 
regulatory proteins featuring two functional domains that provide sequence-specific DNA-
binding and protein phosphatase activity (2). Tobacco DBP1, the founding member of the 
family, has been shown to be directly engaged in the transcriptional regulation of a virus-
induced gene (3). Four genes encoding DBP factors have been identified in the model species 
Arabidopsis thaliana, with AtDBP1 showing the highest sequence similarity to tobacco DBP1. 
To date, neither the molecular targets nor the processes these factors are involved in have 
been described. 
 
 We investigated the function of DBP factors in Arabidopsis using homozygous plants 
from the SALK collection (4) bearing a T-DNA insertion in the AtDBP1 gene that reduces gene 
expression to negligible levels (Fig. 1A). Loss of AtDBP1 function in this line (atdbp1), would be 
expected to alter gene expression and, eventually, protein accumulation of its targets. Indeed, 
proteome analysis of atdbp1 plants revealed reduced expression of eIF(iso)4E, a plant-specific 
isoform of the translation initation factor eIF4E, in comparison to Col-0 plants (data not shown). 
eIF4E isoforms bind the cap structure present at the 5’ end of eukaryotic mRNAs and promote 
recruitment of additional factors and mRNA circularization, thereby enabling translation initiation 
(5). This finding is important because eIF4E and eIF(iso)4E have been implicated as key factors 
in recessive resistance against potyviruses in many plant species (6). Potyviruses represent the 
largest and potentially the most economically destructive family of plant viruses. Western blot 
analysis using a specific polyclonal antiserum raised against Arabidopsis eIF(iso)4E confirmed 
that the atdbp1 mutant line accumulated less of the eIF(iso)4E protein (Fig. 1B). A post-
transcriptional regulatory mechanism could be involved because there was no difference in 
eIF(iso)4E gene expression between Col-0 and atdbp1 plants at the mRNA level as determined 
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by RT-PCR using specific primers (Fig. 1C). This suggests a functional link between AtDBP1 
and eIF(iso)4E at the protein level and may indicate a direct interaction between these two 
proteins in the course of a potyviral infection. Using the yeast two-hybrid system, we 
demonstrated a specific physical interaction between AtDBP1 and eIF(iso)4E (Fig. 1D). The 
interaction requires structural integrity of AtDBP1 and a functional protein phosphatase domain, 
and was confirmed in planta by coimmunoprecipitation (Fig. 1E). A similar result was reported 
for the physical interaction between the protein phosphatase 2C ABI1, involved in signalling of 
the plant hormone abscisic acid, and the homeodomain transcription factor AtHB6 (7). The 
ability of these proteins to interact was correlated with the PP2C activity of ABI1. Single point 
mutations in ABI1 that reduced its enzymatic activity impaired the interaction with AtHB6. 
Similarly, eIF(iso)4E might be a substrate of AtDBP1 dephosphorylating activity. 
Phosphorylation has been shown to play a critical role in the regulation of eIF4E function in 
animal systems, where both the binding of the repressor eIF4E-binding proteins and the 
function of eIF4E itself are specifically modulated by phosphorylation in response to various 
stimuli (8-11), and also during viral infection (12). On the other hand, phosphorylation of both 
eIF4E and eIF(iso)4E alters their affinity for the cap structure both in animals and plants (12-14), 
although the implication of these modifications in protein translation is not clear. In fact, the 
extent of the contribution of phosphorylation/dephosphorylation to eIF4E/eIF(iso)4E regulation 
in plants and the mechanisms involved in this process are not well known (15, 16). Therefore, 
our results showing that eIF(iso)4E from Arabidopsis specifically interacts with the protein 
phosphatase AtDBP1 are especially relevant. 
 
Mutations that abolish expression of eIF(iso)4E have been reported to confer resistance 
to infection by potyviruses (17, 18), suggesting that this protein is required for the virus to 
successfully invade the plant. The potyvirus genome is a single-stranded polyA-tailed positive 
RNA genome that is expressed as a polyprotein and subsequently processed into functional 
proteins by viral proteases. The 5’ end of the genomic RNA lacks a cap structure and instead is 
covalently bound to a virus-encoded protein termed VPg. In this viral scenario, eIF4E isoforms 
play a critical role during the infection, but the process involved still requires elucidation. These 
isoforms have been shown to specifically interact with the VPg of specific potyviruses, and the 
ability of these proteins to interact correlates with virus infectivity (19). Therefore, impairment of 
this interaction might account for the resistance phenotype conferred by eIF4E and eIF(iso)4E 
mutations. Since eiF(iso)4E protein accumulation is reduced in atdbp1, we reasoned that this 
mutant could also be at least partially resistant to potyvirus. To test this hypothesis, Col-0 and 
atdbp1 plants were inoculated with a GFP-tagged version of Plum pox potyvirus (PPV) via 
agroinfiltration. Viral accumulation was first analyzed at the RNA level using quantitative RT-
PCR with specific primers. Results showed a delay in amplification of a GFP-derived product 
from total RNA isolated from systemic non-inoculated atdbp1 leaves 20 d after inoculation 
(Fig.2A), reflecting a roughly 40-fold lower accumulation of viral RNA in the mutant. This 
observation was further confirmed by Western blot at the protein level by analyzing GFP protein 
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accumulation in systemic leaves of both genotypes. As shown in Fig. 2B, GFP accumulation 
was lower in systemic leaves of the atdbp1 mutant 20 d after inoculation. Furthermore, 
inspection of GFP distribution by fluorescence microscopy revealed that viral spread was 
delayed in the atdbp1 mutant (Fig. 2C). In Col-0 plants, the virus accumulated in the vascular 
tissue of the inoculated leaf and moved through the petiole faster than in atdbp1 plants. 
Moreover, non-inoculated leaves that were already severely infected in Col-0 plants showed 
only incipient spread of the virus in atdbp1 plants at every time point after inoculation. At later 
time points, leaves of atdbp1 plants showed reduced viral accumulation. Therefore, the 
resistance displayed by atdbp1 plants was only partial while a null eIF(iso)4E mutant (17, 18, 
20) completely precluded viral accumulation even in the inoculated leaf. These results suggest 
that AtDBP1 gene function may be required for successful progression of PPV infection, either 
through a direct contribution to viral replication and/or movement or by repressing an antiviral 
defence pathway. At this time we cannot say to what extent translation and replication of the 
viral genome, as well as cell-to-cell and long-distance movement of viral particles is affected by 
the absence of AtDBP1 function. However, we believe that the role of AtDBP1 during viral 
infection involves, at least partly, interaction with eIF(iso)4E. Symptoms induced by PPV 
infection in Arabidopsis show high variability among different accessions and also within specific 
susceptible ecotypes, such as Col-0 (20). In this interaction, correlation analysis showed weak 
linearity beween symptom severity and virus accumulation, which both seem to be polygenic 
and quantitative traits (21). We also analyzed the performance of atdbp1 plants against another 
potyvirus, Turnip Mosaic Virus (TuMV), which causes more severe symptoms in Col-0 than PPV 
infection. We found significant variability in symptom development among different plants within 
the same genotype. However, both vegetative and inflorescence tissue in atdbp1 plants were 
again less affected by TuMV infection than in Col-0 plants (Fig. 3A).These results further 
suggest the biological relevance of the role that AtDBP1 function may play during potyvirus 
infection. 
 
The reduced eIF(iso)4E protein accumulation observed in the absence of AtDBP1 
function prompted us to wonder if dephosphorylation by AtDBP1 could stabilize eIF(iso)4E and 
prevent its degradation via the proteasome. To test this, we analyzed the effect of the 
proteasome inhibitor MG-132 on eIF(iso)4E protein accumulation in both a Col-0 and an atdbp1 
mutant background. Western blot analysis confirmed that proteasome inhibition led to an 
increase in the amount of eIF(iso)4E protein in atdbp1 but not in Col-0 (Fig. 3B). Therefore, 
when AtDBP1 function is lacking, eIF(iso)4E is less stable, likely as a consequence of the 
prevalence of the phosphorylated isoform in the absence of AtDBP1 dephosphorylating activity. 
Our results have important implications in terms of eIF(iso)4E function and potyviral infection 
and  provide the first evidence for a phosphorylation-dependent, proteasome-mediated 
regulation of eIF(iso)4E and its role in potyvirus resistance. Figure 4 presents a model depicting 
a regulatory mechanism that eventually determines the outcome of the viral infection. Since a 
lack of AtDBP1 function results in reduced accumulation of eIF(iso)4E, we propose that 
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dephosphorylation by AtDBP1 stabilizes eIF(iso)4E, thereby enhancing the potential for 
interaction with VPg. In fact, as shown in Fig. 3C, eIF(iso)4E protein accumulation increased in 
both inoculated and systemic leaves after PPV infection. This was particularly evident in non-
inoculated leaves, where the virus extensively invaded the leaf tissue, as opposed to the 
inoculated leaf where the virus accumulated only in the major vascular bundle. In contrast, the 
level of mRNA remained invariant (data not shown). 
 
Interestingly, it was recently reported that human eIF4E undergoes selective 
ubiquitination and proteasome-mediated degradation, likely associated with stress responses 
(22, 23). In our model, we propose that potyvirus infection promoted AtDBP1-eIF(iso)4E 
interaction and led to increased eIF(iso)4E accumulation. Hence, the translation initiation factor 
is dephosphorylated and stabilized, leading to susceptibility. In contrast, perturbing AtDBP1 
function would hamper the eIF(iso)4E-VPg interaction and impair successful progression of the 
infection because of a relative increase in the level of phosphorylated eIF(iso)4E, which would 
be less stable. Thus, down-regulating AtDBP1 function may represent a novel strategy for 
engineering potyviral-resistant plants. 
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Figure 1 
 
 
Fig. 1. (A) AtDBP1 gene expression in the atdbp1 line and interaction with eIF(iso)4E. 
Semiquantitative RT-PCR analysis of AtDBP1 mRNA accumulation in Col-0 and homozygous 
atdbp1 plants. RT-PCR amplification of the housekeeping gene eEF1a is shown below as 
control of RNA loading. (B) Western blot of leaf protein extracts using a polyclonal antiserum 
raised against AteIF(iso)4E. Molecular marker band size is indicated on the left. As a loading 
control, the Ponceau-S staining of the membrane after transfer is shown at the bottom. (C) RT-
PCR analysis of the accumulation of AteIF(iso)4E and AteEF1a mRNA in Col-0 and atdbp1 
plants. (D, E) Analysis of the interaction between AtDBP1 and AteIF(iso)4E. (D) Growth of yeast 
expressing AtDBP1 fusions to GAL4BD and GAL4AD-AteIF(iso)4E in the presence (left) and in 
the absence (right) of histidine. 3AT (3-aminotriazol) is a competitive inhibitor of HIS3. (E) 
Coimmunoprecipitation of AtDBP1 and AteIF(iso)4E: Protein extracts from wild type plants (1) 
and plants expressing AtDBP1 fused to the hemaglutinin epitope (HA) (2) were 
immunoprecipitated with a polyclonal antiserum against HA. A Western blot of the 
immunoprecipitated fractions immunodecorated with an anti-AteIF(iso)4E antiserum is shown. 
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Figure 2 
 
  
 
 
Fig. 2. atdbp1 loss-of-function mutant shows partial resistance to potyvirus infection. (A) 
Analysis of viral RNA accumulation in Col-0 and atdbp1 plants after inoculation with a GFP-
tagged version of Plum Pox Virus (PPV). Total RNA from systemic non-inoculated leaves was 
analyzed 20 d after inoculation by quantitative RT-PCR using primers specific for the GFP gene. 
ACTIN8 expression was used as a control. Data from a single assay are shown out of three 
independent experiments performed with similar results. (B) PPV-derived protein accumulation. 
Western blot of leaf protein extracts before inoculation (t0) and from non-inoculated leaves 20 d 
after inoculation (t20), immunodecorated with a polyclonal antiserum against GFP. Migration of 
molecular mass markers is indicated on the right. (C) Analysis of viral spread in inoculated and 
systemic leaves of Col-0, atdbp1 and eIF(iso)4E mutant plants by fluorescence microscopy for 
GFP detection. 
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Figure 3 
 
 
 
Fig. 3. (A). Symptom development 16 d after TuMV infection. (B) Western blot using a 
polyclonal antiserum against Arabidopsis eIF(iso)4E of protein extracts prepared from leaves 
immersed for 3 h with gentle agitation in 1x MS medium containing 100 µM MG-132. As a 
control the same amount of the MG-132 solvent (DMSO) was added. (C) Western blot using a 
polyclonal antiserum against Arabidopsis eIF(iso)4E of protein extracts prepared from 
inoculated and non-inoculated systemic leaves before and after PPV infection. 
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Figure 4 
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Fig. 4. A model for the AtDBP1-mediated molecular mechanism of the partial resistance to 
potyvirus infection shown by the AtDBP1 insertion line atdbp1. In wild type plants, potyvirus 
infection would promote AtDBP1-eIF(iso)4E interaction, thereby increasing the 
dephosphorylation rate of AteIF(iso)4E and preventing its degradation by the proteasome. As a 
result, AteIF(iso)4E would accumulate at a higher level, enabling interaction with viral VPg and 
hence successful spread of the virus. The absence of AtDBP1 function would promote the 
accumulation of the phosphorylated form of AteIF(iso)4E, a better substrate for proteasome-
dependent degradation, resulting in a decrease in the steady-state level of AteIF(iso)4E and the 
restriction of viral infection. 
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DISCUSIÓN GENERAL

En la presente tesis doctoral se ha abordado la caracterización genética, molecular y 
funcional de una nueva familia de reguladores transcripcionales denominados DBP (DNA-
binding protein-phosphatases), así como la contribución de uno de los miembros de dicha 
familia, el regulador AtDBP1 de Arabidopsis thaliana, a la respuesta defensiva de la planta 
frente a situaciones de estrés biótico. 
El análisis funcional del promotor del gen CEVI1 (Mayda et al., 2000) permitió la 
identificación de un promotor mínimo responsable de la regulación transcripcional del gen 
(conocido como fragmento 3a4), así como el aislamiento de un nuevo factor de transcripción de 
tabaco (Nicotiana tabacum) denominado DBP1 (DNA-Binding protein phosphatase 1). Dicho 
factor de transcripción se une de forma específica al promotor de CEVI1 en condiciones no 
inductivas, actuando muy probablemente como represor de la expresión del gen (Carrasco et 
al., 2003). DBP1 representa una nueva clase de reguladores transcripcionales que, además de 
poseer capacidad de unión al ADN específica de secuencia, presenta actividad proteín-
fosfatasa de tipo 2C localizada en su dominio C-terminal. La búsqueda en bases de datos de 
genes con estructura similar, es decir que codificaran proteín-fosfatasas 2C con un dominio N-
terminal que mostrara homología al de DBP1, puso de manifiesto que DBP1 es el primer 
representante de una nueva familia de factores reguladores exclusivos de plantas.  
Con el propósito de asignar una función al dominio N-terminal de la proteína DBP1, ya 
que no mostraba similitud significativa con dominios funcionales conocidos, realizamos 
ensayos de unión al ADN in vitro usando como sonda el fragmento 3a4 derivado del promotor 
del gen CEVI1. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que la capacidad de unión al 
ADN que presenta DBP1 reside en su dominio N-terminal. De los análisis realizados a partir de 
la comparación de secuencia de dicha región de la proteína con otros factores DBP de 
diferentes especies de plantas, comprobamos la existencia de un motivo altamente conservado 
en todas las proteínas DBP analizadas, tanto de especies de plantas monocotiledóneas como 
dicotiledóneas. Ensayos de movilidad electroforética (EMSA) con proteínas recombinantes 
portadoras de mutaciones en posiciones conservadas dentro de dicho motivo, revelaron su 
participación directa en la unión al ADN. En base a estos datos se denominó a este motivo 
DNC (DBP N-terminal core). Nuestros resultados contribuyen así al descubrimiento de un 
nuevo motivo de secuencia, no descrito hasta el momento, implicado en interacciones proteína-
ADN. La conservación de este motivo entre los factores DBP de diferentes plantas parece 
indicar que el mecanismo que dirige la capacidad intrínseca de unión al ADN sería similar entre 
los diferentes miembros de la familia. 
Con el objetivo de conocer el mecanismo que subyace a la función reguladora del 
factor DBP1 y las vías de señalización en las cuales pueden estar implicados estos nuevos 
factores, llevamos a cabo un rastreo mediante el sistema de doble híbrido de levadura de una 
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genoteca de tabaco para identificar factores proteicos que interaccionan con dicho factor. Esta 
aproximación experimental permitió establecer una relación directa entre DBP1 y la isoforma G 
de la proteína 14-3-3.  
Las 14-3-3 son una familia altamente conservada y ubicua de moléculas homo- y 
heterodiméricas presentes abundantemente en todas las células eucarióticas (Aitken, 1996). 
Son un grupo de proteínas multifuncionales con la capacidad de unirse y regular la función de 
un amplio rango de proteínas celulares. Por tanto, a través de su interacción con otras 
proteínas, las 14-3-3 participan en la regulación de diversos procesos biológicos. Además, 
varios estudios han implicado a las 14-3-3 como reguladores claves de sucesos de 
transducción de señal. Como ejemplo de ello podemos citar su implicación en la regulación de 
la entrada en el ciclo celular a través de su interacción con la proteín fosfatasa Cdc25C (Peng 
et al., 1997) o en la prevención de la apoptosis (Zha et al., 1996). Las 14-3-3 participan en la 
transducción de señal mediante la unión de proteínas que contienen residuos de serina 
fosforilados. Existen bastantes ejemplos en la bibliografía que demuestran que la interacción 
con 14-3-3 depende de fosforilación, implicando como elementos clave de dicha interacción a 
sitios de unión que contengan motivos de fosfoserina en los ligandos de dichas proteínas 
(Muslin et al, 1996). A pesar del alto grado de conservación de los sitios de fosfoserina y de las 
evidencias de que las 14-3-3 funcionan como dímeros, existen algunas evidencias que revelan 
que no todas las 14-3-3 requieren unión mediada por fosfoserina o dimerización (Aitken et al., 
2002), lo que sugiere que las 14-3-3 deben tener más de un modo estándar de acción.   
En un sentido amplio, las proteínas 14-3-3 pueden actuar como cofactores para modular la 
actividad catalítica o el estado conformacional de sus efectores. También pueden actuar como 
reguladores para prevenir la interacción de sus ligandos con otros componentes celulares, 
desencadenando una modificación en la localización intracelular, o impidiendo la formación de 
un complejo. Por otra parte pueden actuar como proteínas adaptadoras para inducir 
asociaciones entre proteínas gracias a la capacidad que presenta el dímero de 14-3-3 para unir 
dos ligandos; y también pueden secuestrar a sus proteínas de unión en el citosol inhibiendo así 
su función (Fu et al., 2000). 
En las plantas, las 14-3-3 afectan a la actividad de varios enzimas y canales de iones. 
Ejemplos de ello son el caso de la nitrato reductasa y la bomba de protones de la membrana 
plasmática ATPasa, las cuales son inhibidas y activadas por 14-3-3 respectivamente (Huber et 
al., 2002;  Comparot et al., 2003; Bunney et al., 2002).A su vez, en el reino vegetal, estas 
proteínas también han sido implicadas en el desarrollo de la planta y en la defensa frente a 
patógenos (Roberts, 2003). 
 
El análisis por doble híbrido de deleciones y versiones mutadas de DBP1 reveló que la 
interacción entre ambas proteínas se restringe a un motivo del dominio N-terminal adyacente al 
motivo DNC, sin estar éste último implicado en dicha interacción. Debido a la proximidad del 
sitio de interacción de la 14-3-3 G con el motivo DNC de unión a ADN de DBP1, era razonable 
considerar si la 14-3-3 G podía interferir en la unión al ADN de la proteína. La interacción con la 
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14-3-3 podría así desplazar a DBP1 de su secuencia diana de ADN, promoviendo 
posiblemente una exportación nuclear del factor regulador. Además se ha descrito que 
determinadas isoformas de 14-3-3 regulan la localización subcelular de las proteínas diana con 
las que interaccionan, promoviendo su importación o exportación nuclear (Eckardt, 2001). Por 
todo ello, nos planteamos comprobar si la interacción con 14-3-3 G alteraba la localización 
subcelular de DBP1. La expresión transitoria en hojas de tabaco mediante infiltración de A. 
tumefaciens de fusiones traduccionales de DBP1 a la proteína fluorescente verde (GFP), nos 
permitió demostrar que DBP1 se reparte entre núcleo y citoplasma en condiciones de reposo, 
lo que podría indicar una posible funcionalidad de DBP1 en diferentes compartimentos 
subcelulares. La sobreexpresión de 14-3-3 G provoca la exclusión de DBP1 del núcleo, 
modulando así su localización subcelular in vivo. Sin embargo, en el caso de la proteína 
truncada de DBP1 que sólo presenta el dominio C-terminal y que es por tanto incapaz de 
interaccionar con 14-3-3 G, se mantiene la distribución nucleocitoplasmática en presencia de la 
14-3-3 G. Estos resultados indican que la modulación de la distribución núcleo-citoplasma de 
DBP1 está mediada por una interacción directa entre la 14-3-3 y su dominio N-terminal. Hasta 
el momento, podemos asegurar que una de las consecuencias de la interacción entre ambas 
proteínas es la exportación de DBP1 del núcleo, aunque no podemos descartar otros efectos 
de dicha interacción en la modulación de la función del factor transcripcional DBP1. A su vez, 
para descartar que la salida del núcleo de DBP1 sea una consecuencia de su liberación del 
ADN estudiamos la localización subcelular de la versión mutada de DBP1 incapaz de unirse al 
ADN. La acumulación de dicha versión mutada en el núcleo, indica que la exclusión nuclear de 
DBP1 implica una interacción directa con la 14-3-3 G, independientemente de su unión al ADN.  
 Todos los resultados obtenidos hasta el momento sugieren una posible participación de 
la 14-3-3 G en la regulación del gen CEVI1 mediada por DBP1. Estudios anteriores confirmaron 
que la represión del gen CEVI1 es abolida en condiciones inductivas por una pérdida de unión 
de DBP1 al elemento 3a4 presente en el promotor de dicho gen (Carrasco et al, 2003). Si la 14-
3-3 G participa en este escenario, una rápida inducción de 14-3-3 G promovería la salida de 
DBP1 del núcleo en estas condiciones gracias a  la interacción entre ambas proteínas, 
provocando finalmente la consiguiente desrepresión de sus genes diana. Para verificar el 
modelo propuesto llevamos a cabo análisis de expresión por Northern-blot de los genes DBP1, 
CEVI1 y 14-3-3 G en respuesta al estímulo inductor, y a su vez se hizo un seguimiento de la 
localización subcelular de la fusión de DBP1 a GFP en ensayos de expresión transitoria en 
respuesta a este mismo estímulo. Los resultados obtenidos dan validez al modelo expuesto, ya 
que la expresión de 14-3-3 G se induce y precede en el tiempo a la de CEVI1 en condiciones 
que promueven la expresión de este gen. En estas mismas condiciones, DBP1 es 
progresivamente excluida del núcleo y su unión al elemento 3a4 en el promotor del gen CEVI1 
se libera, provocando la desrepresión de la transcripción del gen. Por tanto, como modelo 
hipotético podríamos predecir que en condiciones basales, DBP1, mediante su unión al 
promotor de CEVI1, reprime su transcripción.  Esta represión se liberará cuando, en 
condiciones inductivas, la interacción directa de 14-3-3 G con DBP1 provoque una exportación 
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nuclear del complejo de ambas proteínas al citoplasma, impidiendo así la unión de DBP1 al 
promotor de CEVI1, y conduciendo finalmente a la inducción de dicho gen.  
Todo el trabajo realizado nos ha permitido, no sólo la identificación de uno de los interactores 
del primer representante de esta nueva familia de factores de transcripción, sino también 
conocer el efecto de dicha interacción en la función reguladora de DBP1 así como establecer la 
implicación de dicho interactor en el mecanismo responsable de la regulación de la expresión 
génica mediada por DBP1.   
 
 Además de los mecanismos conocidos de regulación de los factores de transcripción, 
tales como la interacción con coactivadores u otros factores de transcripción, cabe la 
posibilidad de que la función de éstos puede modificarse a través de la regulación de su 
localización subcelular. Con este trabajo, las 14-3-3 se presentan como proteínas implicadas 
en dicha regulación, que en plantas apenas está documentada. Un ejemplo de ello es la 
regulación de la función del factor de transcripción RSG. Este factor de transcripción, que 
controla las concentraciones endógenas de giberelinas (GAs) en plantas, al unirse a una 14-3-3 
es secuestrado en el citoplasma siendo incapaz de esta manera de regular sus genes diana en 
el núcleo (Igarashi et al., 2001). Así, las 14-3-3 modulan negativamente a RSG a través de la 
regulación de su localización intracelular. En nuestro caso, la interacción de la 14-3-3G con 
DBP1 y su participación en la regulación de genes diana del factor, aportan nuevos datos a la 
literatura que corroboran el  que las proteínas 14-3-3 puedan funcionar como reguladores 
postraduccionales de factores de transcripción. 
 
 Con objeto de profundizar en la caracterización de los factores DBP como nuevos 
reguladores transcripcionales en plantas nos planteamos proseguir nuestro estudio en 
Arabidopsis thaliana, que por sus peculiares características se considera especie vegetal 
modelo por excelencia. En el genoma de Arabidopsis hemos identificado cuatro genes que 
codifican factores DBP, siendo AtDBP1 el miembro de la familia que mayor grado de similitud 
muestra con el factor DBP1 de tabaco. Por ello, nuestro primer objetivo se centró en un análisis 
funcional de AtDBP1, el cual, mediante ensayos in vitro con proteína recombinante purificada 
puso de manifiesto que la proteína de Arabidopsis AtDBP1 mantiene la capacidad de unión al 
ADN y la especifidad de DBP1, así como su actividad proteín-fosfatasa. Por tanto, la similitud 
estructural de AtDBP1 con DBP1 se refleja a nivel funcional.  
A su vez, quisimos comprobar si esa similitud estructural entre proteínas de diferentes especies 
de plantas también permitía mantener la interacción con una proteína similar a la 14-3-3 G. El 
rastreo de una genoteca de Arabidopsis usando como cebo el factor AtDBP1 reveló que dicha 
proteína interacciona con la isoforma  de 14-3-3, también conocida como GRF6, que resultó 
ser un gen homólogo a la 14-3-3 G de tabaco y posiblemente el ortólogo funcional de 
Arabidopsis. La interacción entre ambas proteínas también está mediada por la región N-
terminal de AtDBP1, lo que refuerza el significado biológico de la interacción entre DBP1 de 
tabaco y 14-3-3 G.  
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Las 14-3-3 exhiben un alto grado de conservación de secuencia entre especies (Wang & 
Shakes, 1996), lo que puede implicar un alto grado de conservación funcional. Por ello, sería 
interesante verificar si en Arabidopsis se mantiene el mismo mecanismo de modulación de la 
localización subcelular, comprobando si dicha isoforma de 14-3-3 también es capaz de 
promover la salida del núcleo de AtDBP1 en las mismas condiciones en que sucede en tabaco.  
 
Uno de los principales objetivos del proyecto ha sido conocer los procesos en cuya 
regulación están implicados los factores DBP y, en concreto, establecer su participación en los 
mecanismos de defensa de las plantas frente a estrés. Para ello, como aproximación 
experimental nos propusimos identificar genes diana de estos factores mediante el análisis 
comparativo del proteoma de plantas silvestres y de plantas mutantes que no expresan 
AtDBP1. De este modo, pretendíamos identificar dianas de AtDBP1 tanto a nivel de 
transcripción como sustratos de su actividad proteín-fosfatasa que podrían ser regulados a 
nivel post-traduccional. Para llevar a cabo dicho estudio se obtuvo de la colección del Instituto 
SALK (La Jolla, EE.UU.) una línea de inserción de ADN-T en el gen AtDBP1 que interrumpe su 
secuencia codificante aboliendo así su función. Se ha comprobado que los niveles de 
expresión de AtDBP1 de la línea homocigota para dicha inserción son insignificantes al 
comparar con las plantas silvestres. De entre los “spots” diferenciales observados entre ambos 
genotipos en el análisis proteómico se identificó un polipéptido que corresponde a una de las 
isoformas del factor de inicio de la traducción 4E, conocido como eIF(iso)4E, el cual presenta 
una baja acumulación en el mutante de inserción para AtDBP1, lo que indicaría que AtDBP1 
contribuye positivamente a la acumulación de eIF(iso)4E.  
Con objeto de comprobar si el control que ejerce AtDBP1 sobre dicho factor es a nivel 
transcripcional o post-transcripcional se analizó la expresión de eIF(iso)4E a nivel de ARNm 
mediante RT-PCR y a nivel de proteína mediante Western-blot, comprobando que existe una 
menor acumulación de la proteína eIF(iso)4E en la línea mutante atdbp1 al comparar con 
plantas Col-0, pero no así del ARNm. Por tanto, AtDBP1 debe afectar al nivel de acumulación 
de eIF(iso)4E a nivel post-transcripcional. Posteriormente comprobamos la interacción 
específica entre ambas proteínas mediante ensayos de doble híbrido, lo que sugiere que la 
isoforma del factor de inicio de la traducción eIF(iso)4E podría ser un sustrato susceptible a la 
desfosforilación mediada por AtDBP1. A su vez, la disponibilidad de un anticuerpo específico 
frente a eIF(iso)4E ha permitido, mediante ensayos de coinmunoprecipitación, demostrar que 
ambas proteínas son capaces de interaccionar en la planta in vivo. Todo ello ha puesto de 
manifiesto que existe una interacción directa entre AtDBP1 y eIF(iso)4E.  
El factor de inicio de la traducción eucariótico 4E y su isoforma exclusiva de plantas, 
eIF(iso)4E, forman parte de los complejos 4F e iso4F respectivamente (Browning, 1996). Estos 
complejos, formados por los factores 4A, 4G, 4E/iso4E y factores PABP (poly(A)-binding 
protein), son requeridos junto a otros factores de iniciación para el inicio de la traducción de las 
proteínas, permitiendo la unión del ARNm al complejo de preiniciación. En concreto, los 
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factores eIF4E y eIF(iso)4E tienen la función de reconocer y unirse a las estructuras CAP 
presentes en el extremo 5’ de los ARNm (Preiss & Hentze, 2003).  
Durante mucho tiempo se ha reconocido la participación de genes de resistencia recesiva 
frente a virus en plantas, pero su naturaleza molecular se ha vinculado recientemente con 
componentes del complejo de inicio de la traducción eucariótico. Los factores de inicio de la 
traducción, y particularmente la familia proteica eIF4E, se han mostrado como determinantes 
esenciales para la resistencia o susceptibilidad a infecciones de virus de ARN como los 
potyvirus. Está descrito que plantas con mutaciones en la secuencia codificante de eIF(iso)4E 
que suprimen su función, presentan una pérdida de la susceptibilidad que exhiben las plantas 
silvestres del ecotipo Col-0 al ser infectadas por ciertos potyvirus (Lellis et al., 2002; Duprat et 
al, 2002). Estos mutantes muestran resistencia específica a potyvirus, por lo que a alguno de 
ellos se les conoce como mutantes lsp (loss-of-susceptibility to potyvirus). El análisis por 
Western-blot reveló que estos mutantes no presentan niveles detectables de eIF(iso)4E, de lo 
que se deduce que la pérdida de la función de este factor confiere resistencia frente a 
potyvirus. Otros datos que demuestran la importante función de eIF4E en la resistencia de las 
plantas frente a potyvirus se centran en los genes mo1 de lechuga para generar resistencia 
frente al Lettuce mosaic virus (LMV), el gen sbm1 de guisante para generar resistencia frente a 
Pea seed-borne mosaic virus (PSbMV) y el gen pot-1 de tomate frente al PVY y TEV (Nicaise et 
al, 2003; Gao et al, 2004; Ruffel et al,  2005). En todos estos casos, la resistencia se generó 
como consecuencia de cambios en aminoácidos en las proteínas 4E codificadas por los alelos 
de resistencia recesivos.  
Además, se ha demostrado la interacción de proteínas VPg de varios potyvirus con eIF4E o su 
isoforma eIF(iso)4E (Wittmann et al, 1997; Schaad et al, 2000; Léonard et al, 2000). El hecho 
de que la región de la VPg que interacciona con los factores de iniciación esté altamente 
conservada entre los potyvirus, y que una mutación en dicha región de la VPg que suprime la 
interacción impida la infección viral en la planta (Léonard et al, 2000), indican que la interacción 
VPg-4E juega un papel importante en el ciclo vital del virus, aunque su función precisa sigue 
siendo desconocida. En consecuencia, se ha sugerido que la VPg podría tener un papel en el 
inicio de la traducción comparable a la función de la estructura CAP del extremo 5’ de los ARNs 
mensajeros eucarióticos; sirviendo como sitio de unión para el complejo de inicio de la 
traducción con el posterior reclutamiento de las subunidades ribosomales 40S (Lellis et al., 
2002). Sin embargo, se sabe que la región 5’ no traducida del genoma viral participa en la 
iniciación a través de un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) (Carrington & Freed, 1990; 
Levis & Astier-Manifacier, 1993); por tanto no parecería crucial el complejo de unión al CAP 
para el reclutamiento del ARN viral. Otra posibilidad que se baraja es que la interacción VPg-
eIF4E juegue un papel en la replicación del genoma, permitiendo una mayor estabilidad del 
ARN viral y facilitando el inicio de la replicación del ARN. El hecho de que eIF4E se encuentre 
próximo a los factores PABP gracias al factor puente 4G, permitiría que la VPg uridilada, que 
sirve como cebador para la síntesis de la cadena complementaria, se localizara próxima a la 
región poliA, facilitándose así el inicio de la replicación del ARN (Herold & Andino, 2001). Una 
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tercera hipótesis plantea una posible función de esta interacción en el movimiento célula a 
célula, debido a la interacción descrita entre estructuras del citoesqueleto con la maquinaria 
traduccional (Bokros et al., 1995; Gao et al., 2004). 
Por tanto, existen muchas evidencias de la importancia de los factores eIF4E y eIF(iso)4E en el 
ciclo vital de los potyvirus. Se consideran factores del hospedador esenciales para una exitosa 
progresión de la infección vírica, participando así en la resistencia recesiva frente a potyvirus 
en muchas especies de plantas (Robaglia & Caranta, 2006).  
Los datos obtenidos con el análisis proteómico son de gran interés, pues establecen una 
relación directa entre AtDBP1 y la respuesta defensiva a virus a través de eIF(iso)4E, y por 
tanto pueden contribuir al entendimiento de los procesos biológicos en los que está implicada la 
función de AtDBP1. Además, este resultado afianza el contexto original en el que se identificó 
esta nueva familia de factores transcripcionales, ya que el factor DBP1 de tabaco fue aislado a 
partir del promotor del gen CEVI1, el cual se induce en interacciones víricas compatibles. Así, 
retomar el mismo escenario donde actúa el factor DBP1, podría indicar una conservación entre 
especies del contexto biológico donde actúan estos factores. 
Por consiguiente, la menor acumulación de eIF(iso)4E en plantas mutantes atdbp1 
sugiere la posibilidad de que la pérdida de función de AtDBP1 pueda desencadenar una 
resistencia a potyvirus, al menos parcialmente. Por esta razón, se inocularon plantas Col-0 y 
mutantes atdbp1 con un clon infeccioso del potyvirus PPV o virus de la sharka, portador del 
gen marcador GFP. El análisis por qRT-PCR y por Western Blot reveló una menor acumulación 
viral en tejido sistémico no inoculado en plantas mutantes atdbp1 frente a plantas Col-0. A su 
vez, gracias al gen marcador GFP, realizamos un seguimiento del movimiento y distribución del 
virus mediante microscopia de fluorescencia que puso de manifiesto un marcado retraso de la 
acumulación y el movimiento viral en las plantas mutantes respecto a plantas Col-0. Esta 
menor invasión viral en tejidos distales de la planta podría interpretarse como una resistencia 
parcial frente a estos virus en nuestro mutante. Por tanto, podemos concluir que la pérdida de 
función de AtDBP1 ralentiza y atenúa la infección vírica, pero hasta el momento no podemos 
establecer en qué punto están afectadas las diferentes etapas de la infección, como la 
traducción y replicación del genoma viral y/o el movimiento de las partículas víricas a corta y 
larga distancia. 
Debido a la ausencia de síntomas en las infecciones con PPV,  analizamos la 
respuesta de plantas mutantes atdbp1 frente a otro miembro de la familia de los potyvirus 
causante de síntomas en Arabidopsis, el TuMV. Ello, a su vez, nos permitiría comprobar si la 
pérdida de susceptibilidad observada para el PPV puede extenderse a otros miembros del 
género Potyvirus. La inoculación con TuMV ha provocado una sintomatología mucho menos 
severa en plantas mutantes atdbp1 que la mostrada por plantas control Col-0. Por tanto, la 
pérdida de la función de AtDBP1 parece desencadenar una resistencia al menos parcial a 
varios miembros de la familia de los potyvirus. En este caso, era previsible que la menor 
acumulación de la proteína eIF(iso)4E en el mutante atdbp1 también influyera en el curso de la 
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infección vírica con el TuMV, ya que está descrita la interacción entre la VPg del TuMV y 
eIF(iso)4E (Wittmann et al., 1997). Así, nuestro resultado confirma que el TuMV precisa de la 
isoforma en cuestión para su avance por la planta y desencadenar así una infección exitosa. 
Varios estudios han demostrado que los potyvirus difieren en su capacidad para usar diferentes 
isoformas del factor eIF4E de una planta hospedadora. Así, mutaciones “knockout” en el gen 
eIF(iso)4E de Arabidopsis thaliana previenen las infecciones del TuMV, LMV, TEV y PPV (Lellis 
et al, 2002; Duprat et al, 2002; Decroocq et al, 2006), no siendo capaz de frenar la infección por 
el Clover yellow vein virus (ClYVV). Contrariamente, mutaciones que suprimen eIF4E permiten 
la replicación del TuMV pero no la del ClYVV (Sato et al, 2005). Por tanto, mutaciones en un 
determinado miembro de la familia génica 4E parecen suficientes para asegurar resistencia 
frente a varios potyvirus, mientras que otros miembros de la familia 4E no son capaces de 
sostener la replicación viral. Esto sugiere que, generalmente, las isoformas eIF4E y eIF(iso)4E 
no presentan funciones solapantes en las interacciones planta-virus, no existiendo por tanto 
redundancia funcional. A pesar de que muchos potyvirus precisan específicamente una de las 
isoformas para su ciclo vital, hay descrito algún caso en el que el virus puede usar una u otra 
isoforma. Un ejemplo de ello lo podemos encontrar en pimiento, donde la resistencia al PVY y 
TEV depende de la mutación de un único gen eIF4E (locus pvr2), mientras que la resistencia al 
Pepper veinal mottle virus (PVMV) requiere tanto del locus pvr2 como de pvr6, correspondiente 
a un gen que codifica eIF(iso)4E (Ruffel et al, 2006). Aunque generalmente las funciones de 
ambas isoformas de eIF4E no son intercambiables, el hecho de que eIF4E y eIF(iso)4E sean 
reclutados para la replicación viral hace sospechar que exista una característica conservada 
entre las isoformas implicada en este proceso. Sabiendo esto, sería interesante estudiar en 
nuestro mutante atdbp1 el fenotipo frente a los otros potyvirus descritos hasta el momento que 
precisen de la isoforma eIF(iso)4E, y así poder confirmar que la falta de AtDBP1 presenta un 
efecto negativo en la propagación vírica de los miembros de los potyvirus que precisan dicha 
isoforma del factor. Las inoculaciones con potyvirus que exclusivamente precisen eIF4E para 
completar su ciclo vital en la planta podrían confirmar la especificidad del efecto de AtDBP1 o 
por el contrario indicarnos que este efecto se puede extender de forma general al género 
Potyvirus. El nivel de acumulación de la proteína eIF4E en nuestro mutante atdbp1, así como 
su posible interacción con AtDBP1, podría sernos útil para saber si AtDBP1 podría ejercer un 
control sobre dicha isoforma,  traduciéndose en una pérdida de susceptibilidad parcial a la 
infección por potyvirus, que en este caso, correspondería a aquellos miembros que precisaran 
la proteína eIF4E para su ciclo vital. De ello se derivaría importante información acerca de la 
participación de factores DBP como AtDBP1 en los mecanismos moleculares  que implican a 
ambas isoformas en la infección por potyvirus. 
Con los datos recopilados hasta el momento proponemos una posible explicación para 
el mecanismo molecular que subyace a la resistencia parcial de las plantas que presentan 
ausencia de la función de AtDBP1. Según nuestro modelo, la infección de una planta Col-0 con 
un potyvirus podría potenciar la función de AtDBP1 en el citoplasma, permitiendo así que 
AtDBP1 pueda unirse a eIF(iso)4E con la finalidad de desfosforilar a dicho factor. De esta 
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manera, el balance entre forma fosforilada y desfosforilada se decantaría hacia la forma 
desfosforilada, contribuyendo posiblemente a una mayor estabilidad  del factor eIF(iso)4E. En 
este punto, por tanto, existiría una mayor disponibilidad del factor eIF(iso)4E, que favorecería la 
unión con la proteína VPg del virus, permitiendo y/o incrementando así la tasa de 
traducción/replicación viral y/o movimiento viral. Esto explicaría el fenotipo de susceptibilidad 
que presentan estas plantas ante la infección vírica. 
Por el contrario, en las plantas mutantes atdbp1, al estar suprimida la función de 
AtDBP1, el virus sería incapaz de favorecer el papel de la fosfatasa en el citoplasma. La falta 
de AtDBP1 se traduciría en una mayor acumulación de la forma fosforilada de eIF(iso)4E, que 
presumimos podría ser más susceptible a la degradación vía proteosoma. Evidentemente, ello 
conduciría a una menor disponibilidad del factor eIF(iso)4E, que se manifestaría como un 
retraso en la tasa de traducción/replicación viral y/o movimiento viral, desencadenando así la 
pérdida parcial de susceptibilidad observada en las plantas mutantes para AtDBP1. Con este 
modelo se justificaría la baja acumulación del factor eIF(iso)4E en nuestro mutante así como el 
mecanismo molecular que regula su actividad.  
 
 En cuanto a las primeras etapas del modelo, varios supuestos podrían explicar cómo la 
infección vírica puede promover la función de AtDBP1 en el citoplasma. Así, la percepción del 
patógeno vírico puede incrementar el nivel de expresión de AtDBP1 y/o provocar una 
relocalización subcelular de la proteína que favorezca su salida del núcleo. Alternativamente, el 
potenciamiento de la actividad catalítica de AtDBP1 mediante la modulación de activadores e 
inhibidores de fosfatasas también podría promover su función. Análisis de la expresión de 
AtDBP1 por RT-PCR cuantitativa en tejido sistémico tras la inoculación con PPV,  han 
descartado un aumento del nivel de expresión tras la percepción del virus en plantas Col-0. Por 
otra parte, para comprobar si el factor regulador AtDBP1 se relocaliza en el citoplasma tras la 
infección vírica,  nos planteamos aproximaciones experimentales de expresión transitoria en N. 
benthamiana, que estamos llevando a cabo en la actualidad. 
Siguiendo con nuestra hipótesis de partida, la infección vírica podría promover una 
mayor estabilización del factor eIF(iso)4E que sería el desencadenante del fenotipo de 
susceptibilidad que presentan las plantas Col-0. El análisis de la acumulación de eIF(iso)4E por 
Western blot tras la infección sustenta esta premisa, ya que se observa un incremento en la 
acumulación del factor de inicio de la traducción tanto en hojas inoculadas como en el tejido 
sistémico de plantas Col-0 infectadas con el PPV. Este aumento de la acumulación de 
eIF(iso)4E tras la infección es más evidente en el tejido sistémico, donde el virus invade 
prácticamente toda la superficie foliar, que en el tejido local, donde se limita al sistema vascular 
central. De esta manera, podemos afirmar que la infección vírica desencadena una mayor 
estabilización del factor eIF(iso)4E permitiendo así que el virus pueda replicarse y/o traducirse 
de forma eficiente con el objetivo final de infectar la planta sistémicamente.  
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Con objeto de atribuir a la actividad fosfatasa de AtDBP1 la función de promover una mayor 
estabilización del factor eIF(iso)4E, quisimos comprobar si cuando se elimina la función de 
AtDBP1, la menor acumulación de dicho factor se debe a una mayor tasa de degradación vía 
proteosoma. Tras la aplicación del inhibidor del proteosoma MG-132 se puede observar un 
aumento en la acumulación de eIF(iso)4E en plantas mutantes atdbp1, no apreciándose 
diferencias en las plantas silvestres. Estos resultados parecen respaldar nuestra hipótesis de 
partida, ya que la ausencia de AtDBP1 desencadenaría una mayor representación de la forma 
fosforilada de eIF(iso)4E en la planta. Una mayor acumulación de la misma en nuestro 
mutante, tras inhibir el proteosoma, apunta a que esta isoforma es susceptible de ser 
degradada por dicha vía. Por el contrario, no podemos observar ese aumento de acumulación 
del factor eIF(iso)4E en las plantas Col-0, ya que la función de AtDBP1 impide la desviación del 
balance hacia la forma fosforilada, presentándose como mayoritaria la desfosforilada. En este 
caso, el hecho de que la inhibición del proteosoma no afecte a la acumulación de eIF(iso)4E 
refuerza el supuesto de que la desfosforilación mediada por AtDBP1 contribuye a una mayor 
estabilización del factor de inicio de la traducción. 
 
 Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la existencia en plantas de un 
mecanismo de regulación para el factor eIF(iso)4E vía proteosoma mediado por fosforilación. 
Estos datos son de gran relevancia debido al poco conocimiento existente sobre el mecanismo 
de regulación de estos factores en el reino vegetal. Por el contrario, en animales se ha 
demostrado que la fosforilación es un proceso esencial en la regulación de la función de eIF4E.  
Existen varios estímulos extracelulares como hormonas, factores de crecimiento y mitógenos 
estimulantes del crecimiento celular que incrementan el estado de fosforilación de eIF4E, 
correlacionándose con un aumento de la síntesis de proteínas (Gingras et al., 1999). El inicio 
de la traducción podría estar regulado por la abundancia de la forma fosforilada de eIF4E, ya 
que parece ser la forma más activa. Además, el estado de fosforilación de estos factores afecta 
a su afinidad por la estructura CAP de los ARNm, aunque no está muy claro el efecto que ello 
provoca en dicha unión. Algunos trabajos aseguran que la forma fosforilada de eIF4E tiene 
mayor afinidad por la estructura CAP que la no fosforilada (Minich et al., 1994). Pero otros 
aseguran que la fosforilación de eIF4E disminuye su afinidad por la estructura CAP, 
aumentando de igual manera la síntesis de proteínas (Scheper et al, 2002; Zuberek et al., 
2003). En trabajos con germen de trigo también se ha  confirmado que la reducción de la unión 
al CAP está asociada con la fosforilación de eIF(iso)4E, lo que se propuso como mecanismo 
general de regulación en todos los eucariotas (Khan & Goss, 2004). 
Por otra parte, la fosforilación, además de modular la función de eIF4E,  también tiene un 
efecto indirecto sobre la actividad de estos factores a través de unas proteínas represoras 
conocidas como 4E-BPs (eIF4E-binding proteins). Las proteínas 4E-BPs tienen la capacidad de 
unirse a los factores eIF4E para inactivarlos, dependiendo de su estado de fosforilación. En 
este caso, la fosforilación de determinados residuos en estas proteínas represoras impide la 
unión con los factores eIF4E (Marcotrigiano et al., 1999; Pause et al., 1994; Lin et al., 1994; 
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Fadden et al., 1997; Gingras et al., 1998). La unión de 4E-BPs con  eIF4E no parece afectar la 
unión de eIF4E a la estructura CAP de los ARN mensajeros (Pause et al., 1994), pero sí a su 
asociación con eIF4G,  suprimiendo la formación y ensamblaje del complejo eIF4F (Haghighat 
et al., 1995). Las proteínas 4E-BPs y eIF4G compiten por la unión a eIF4E al poseer el motivo 
necesario para que se establezca dicha interacción  (Mader et al., 1995). Por tanto, las 4E-BPs 
actúan como inhibidores competitivos para prevenir la formación del complejo eIF4F. Sin 
embargo, este mecanismo de regulación post-traduccional no existe en plantas, no habiéndose 
encontrado los ortólogos de estas proteínas en el reino vegetal.  

Los factores de iniciación de plantas también sufren cambios en el estado de 
fosforilación; existen trabajos que demuestran que estos cambios pueden venir dados como 
resultado de situaciones de estrés, de una infección viral y de otros cambios ambientales 
(Gallie et al., 1997). Por tanto, en el reino vegetal, la fosforilación también se presenta como 
una importante modificación que debe intervenir en la traducción de ARNm a través de su 
interferencia con la actividad de unión al CAP. Aún así, poco se conoce sobre las 
consecuencias funcionales de esta modificación y, aunque se han descrito varios mecanismos 
para la regulación de estos factores en mamíferos, este es un aspecto todavía desconocido en 
el reino vegetal. Con el presente trabajo, AtDBP1 se presenta como un elemento esencial de 
un posible mecanismo para la regulación de la actividad de eIF(iso)4E en plantas. De esta 
manera, la actividad fosfatasa de nuestro factor AtDBP1 sería capaz de modular la degradación 
de este factor y regular así su función en las células vegetales. 
 
Debido al papel que desempeñan estos factores de inicio de la traducción en las 
infecciones virales, ya que se presentan como factores de la planta necesarios para que los 
virus completen su ciclo vital, nuestros resultados nos llevarían al descubrimiento de un nuevo 
escenario para la función de AtDBP1, que podría extenderse a los otros miembros de la familia 
DBP en Arabidopsis thaliana. Además la asignación de un significado biológico a la actividad 
fosfatasa de AtDBP1 presentaría a dicha proteína como un nuevo factor, inherente al 
hospedador, implicado en la compleja interacción que se genera entre la planta hospedadora y 
el virus durante la infección. Por todo esto, creemos que la manipulación de la función de 
AtDBP1 es una buena herramienta para hacer frente a infecciones virales, ya que la ausencia 
de  AtDBP1 contribuye a disminuir los niveles del factor eIF(iso)4E, traduciéndose en un 
fenotipo de resistencia frente a miembros del genero Potyvirus, el cual es responsable de 
pérdidas significativas en cultivos ornamentales, agrícolas y hortícolas (Revers et al., 1999).  
 









CONCLUSIONES 
 
  
	
	
CONCLUSIONES 
 
1. El factor de transcripción DBP1 de tabaco, primer representante de una nueva familia 
de reguladores de plantas, presenta capacidad de unión a ADN específica de 
secuencia en su dominio N-terminal. Este rasgo característico requiere de un motivo, 
altamente conservado entre factores DBP de especies de plantas mono y 
dicotiledóneas, conocido como motivo DNC (DBP N-terminal core). 
 
 
2. La isoforma G de una proteína 14-3-3 es el primer factor proteico identificado que 
interacciona con DBP1. La interacción con dicha proteína se establece a través del 
dominio N-terminal de DBP1, en concreto a una región adyacente al motivo DNC sin 
comprometer al mismo. La 14-3-3 G es capaz de alterar la localización subcelular de 
DBP1, provocando su exclusión nuclear y por tanto modulando su distribución entre 
núcleo y citoplasma.  A su vez, la proteína 14-3-3 G participa en la regulación de la 
expresión del gen CEVI1 mediado por DBP1. Bajo condiciones que promueven la 
expresión de CEVI1, la rápida inducción de 14-3-3 G precede en el tiempo a la de 
CEVI1, desencadenando una progresiva exportación nuclear de DBP1 que permite así 
la liberación de la represión del gen mediada por DBP1.  
 
 
3. En el genoma de Arabidopsis se han identificado cuatro genes que codifican factores 
DBP, siendo AtDBP1 el miembro de la familia que mayor grado de similitud muestra 
con el factor DBP1 de tabaco. La proteína de Arabidopsis AtDBP1 además de 
presentar actividad proteín-fosfatasa, mantiene la capacidad de unión a ADN al igual 
que el factor regulador de tabaco DBP1, demostrándose así que la similitud estructural 
se refleja a nivel funcional. A su vez, el factor regulador AtDBP1 interacciona con la 
isoforma  de 14-3-3 que resulta ser homóloga a la 14-3-3 G de tabaco, estando 
también mediada la interacción a través de su región N-terminal. 
 
 
4. El mutante de inserción de T-DNA atdbp1 presenta una baja acumulación del factor 
eIF(iso)4E, una de las isoformas del factor de inicio de la traducción 4E. La relación 
entre AtDBP1 y eIF(iso)4E se establece a nivel post-transcripcional donde, a través de 
una interacción directa entre ambas proteínas, la actividad proteín-fosfatasa de AtDBP1 
contribuye a una mayor estabilización del factor de inicio de la traducción. De esta 
manera, la pérdida de función de AtDBP1 al traducirse en una menor acumulación del 
factor eIF(iso)4E, conlleva a un fenotipo de resistencia parcial a potyvirus 
manifestándose como un retraso de la acumulación y movimiento viral en la planta.  
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